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RESUMEN

Los virus constituyen el grupo de agentes patdgenos gque mas
infecciones causan al hombre, por lo gue son un problema
importante de salud publica a nivel mundial.

Entre los virus, aquellos cuyo genoma es RNA representan un
problema adicional debido a su alta incidencia y a los pocos
métodos disponibles para su control. Un ejemplo de ello son el
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) causante del Sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), el virus del dengue, el virus
de la poliomielitis, el virus del resfriado comin, el virus del
sarampién, etc.

La mejor manera de controlar la diseminacién de este tipo de
enfermedades es la prevencién; sin embargo, una vez establecida la
infeccién es el diagnéstico el que representa un papel crucial en
la reduccién de la propagacién de una enfermedad determinada.

L,os métodos de diagnéstico mas comunmente empleados hasta el
nomento son del tipo inmunolégico (Inmunofluorescencia,
Radioinmunoensayo, Ensayo radiocinmunoabsorbente, Ensayo
inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA), inmunotransferencia, etc.)
que a pesar de ser muy precisos tienen como inconveniente una baja
sensibilidad de deteccidn en las etapas tempranas de una infeccién
debido a la poca cantidad de anticuerpos circulantes contra un

virus determinado.



otra de las metodologias de diagnéstico utilizadas hoy en dia
es la deteccidén de secuencias genémicas a través de la hibridacién
con moléculas (sondas) de DNA y RNA, gque tiene una alta
sensibilidad, especificidad y rapidéz. Las sondas de RNA
(ribosondas) tienen la ventaja adicional de producirse en mayor
cantidad y presentar una alta actividad especifica.

En este trabajo, se analizé el uso de ribosondas (secuencias
de RNA obtenidas a partir de DNA recombinante que son capaces de
detectar por complementaridad la presencia de secuencias virales)
como una alternativa de diagnéstice temprano para los virus de la
poliomielitis, del dengue y el VIH.

La estrategia experimental consistié de manera general en la
subclonacién de secuencias correspondientes a los tres virus en un
vector de clonacién, y mediante ensayos de transcripcién "in vitro"
en presencia de a-*2 P-UTP generar una ribosonda capaz de detectar
secuencias virales especificas en extractos celulares infectados.

Para la deteccién de secuencias del VIH, la ribosonda
utilizada fue sintetizada a partir del plasmido pBH4.3 previamente
digerido con la enzima Eco RV. La ribosonda de un tamafio de 378b,
fue capaz de detectar especificamente secuencias del VIH 1 en
nuestras de RNA total proveniente de células molt infectadas con el
VIH 1 (HTLV IIIb), y no asi en muestras de RNA total de células no
infectadas. Sin embargo, en estas tGltimas se presentd una leve
hibridacién cruzada con secuencias del RNA ribosomal 28 S y 18 S.

La poblacién de RNA poli A+, fue separada e hibridada,

obteniendose una sefial clara y especifica con las muestras



provenientes de células infectadas, y no asi con las muestras
provenientes de células no infectadas. i

Para la deteccién de secuencias del virus de la poliomielitis,
la ribosonda utilizada fue obtenida a partir del plasmido pGEM4Z~
VP2 cortado con la enzima Sca I. La ribosonda presentd un tamafo
de 221b y fue capaz de detectar especificamente secuencias del
virus de la poliomielitis en muestras de RNA total obtenidas
mediante 5 diferentes metodologias, mucho mds sencillas que las
utilizadas en la deteccidén de secuencias del VIH.

En el caso de la deteccién del virus del dengue fueron
construidas dos ribosondas. La primera fue obtenida a partir de la
restriccién del pléasmido pGEM 30 con la enzima Stu I. La ribosonda
presentd 1134b y fue capaz de detectar secuencias del virus del
dengue, pero esta misma presentd hibridacién cruzada con secuencias
del RNA ribosomal. .

La ausencia de una regidén poliadenilada en el RNA mensajero
del virus del dengue nos obligd a buscar una estrategia diferente
a la utilizada en el caso del VIH para eliminar la hibridacién
cruzada. Para ello, se decididé construir una ribosonda mas
pequefia, sintetizada a partir del plasmido pDE restringido con la
enzima Hinc II, con un tamafio de 314b.

Los resultados con esta segunda ribosonda fueron similares a
los anteriores, y aunque la ribosonda fue capaz de detectar las
secuencias del virus del dengue, consideramos gque serd necesario
acoplar esta metodologia con un sistema que separe o amplifique las

secuencias virales para poder diferenciarlas con claridad de las



hibridaciones con las secuencias celulares.

En la deteccidén del VIH, las ribosondas pueden ser utilizadas
come un método confirmatorio a pesar de requerirse de técnicas
sofisticadas y laboratorios especializados (como ocurre con las
pruebas de inmunotransferencia (Western Blot). En el caso del
virus de la poliomielitis, las ribosondas pueden ser utilizadas en
la deteccidn de secuencias virales de extractos célulares de manera
rapida y muy sencilla, ¥y en el caso de la deteccidn del virus del
dengue es necesario acoplar otro tipo de metodologias como la
amplificacién de secuencias virales (reaccién en cadena de 1la
polimerasa, o PCR) para obtener un buen resultado con esta

mnetodologia.



INTRODUCCION

Los virus constituyen el grupo de agentes patdgenos gue méas
infecciones causan al hombre. Se estima gque mAs de 400 virus
diferentes son capaces de infectar al humano, causando uno o varios
tipos de infeccién, que puede involucrar a mas de un organo y
variar de leve a severa, fulminante y mortal (Mendell, G.L. y cols.
1979) .

Los factores gue influyen en el establecimiento y gravedad de
una infeccidén dependen tanto del tipo de wvirus como del propio
organismo, en donde la edad, estado general de salud, via de
entrada, tipo de wvirus, etc. son determinantes (Evans, A. 1976.;
Fields, B.N. y Knipe, D.M. 1990).

Desde diferentes puntos de vista, las manifestaciones de las
infecciones virales son muy vastas y variables. En el aspecto
clinico, pueden observarse sintomas gastrointestinales,
neuroldygicos, cardiacos, inmunoldégicos y respiratorios; infecciones
crénicas como la hepatitis y el herpes genital, infecciones de
secuela permanente, como la encefalitis y la poliomielitis e
incluso enfermedades con una alta incidencia de morbilidad como
el caso de la infeccién por el virus del dengue, fiebre amarilla,
rabia y virus de inmunodeficiencia humana (VIH) agente causal del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Evans, A. 1976.;
Greene, W.C. 1991).

En el aspecto epidemiolégico, muchas infecciones tienen una



amplia distribucién en todo el mundo, como lo son las provocadas
por el virus del resfriado comin (Cajero, M. 1992) mientras que
otras se 1limitan a 1localidades geogréaficas especificas, como
algunas fiebres hemorrigicas y encefalitis (Monath, T.P. 1990).

La adquisicidn y transmisidn de las enfermedades virales puede
ocurrir de diferentes maneras: en forma de aerosoles (como la
influenza y sarampidn) (Tyler, K.L. y Fields, B.N. 1990), a través
de la ruta fecal-oral, (como la poliomielitis y la hepatitis A)
(Almond, J.W. 1987; Kools, A.M. 1992, Ross, B.C., y cols 1991.),
por contacto personal a través de fuentes como la comida o la
bebida, contacto sexual (que incluye infeccilones provocadas por el
virus del herpes, citomegalovirus, papilomavirus y el VIH (Abbas,
A.K. y cols. 1991; Tyler, K.L. y Fields, B.N. 1990;), por contédcto
con animales (como la rabia y el dengue) (Fenner, F. y White, D.
1974) e incluso de manera congénita (como la rubeola y algunas
infecciones por citomegalovirus) (Halstead, S.B. 1988; Fenner, F.
y White, D. 1974).

Cuando un virus ha penetrado en el organismo puede permanecer
por largos periodos dentro de &1, disemindndose en éste por la via
nerviosa, (como el virus de la rabia, herpes zoster, etc.) o por la
via linfatica o sanguinea (Tyler, K.L. y Fields, B.N. 1990).

Una vez que la infeccidn se ha establecido, un virus es capaz
de provocar una gran diversidad de respuestas del mismo hospedero
que en muchos casos contribuyen al desarrollo de la enfermedad.
Como hemos sehalado, existe una enorme diversidad en la naturaleza

de lo que puede ocurrir después de que un determinade wvirus ha
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caracteristicas fisicoquimicas (Matthews, F.E. 1982).

Cuando los virus cuyo material genético es RNA infectan a una
célula, ocurren cambios muy drasticos en ella, debido a qgue traen
consigo un tipo de sistema genético que los hace no solo capaces de
modificar las funciones celulares para su beneficio sino gque les
confiere la caracteristica estrictamente viral, de poder replicar
su propic RNA; es decir, biosintetizar moléculas de RNA a partir de
un molde de RNA. Este evento, no ocurre normalmente en las células
no infectadas, en donde la sintesis de las moléculas de RNA se
lleva a cabo a partir de moléculas de DNA complementario celular
(Goodheart, C. 1969.; Richards, 0.C. y Enrenfeld, E. 1990). Los
virus de RNA introducen estas nuevas funciones con la finalidad de
que su RNA genémico pueda aurorreplicarse, lo que puede ocurrir
mediante diferentes mecanismos dependiendo del virus de RNA que se
trate.

Los virus del dengue, poliomielitis y el VIH, tienen como
material genético una molécula de RNA_ vy polaridad positiva (+) (ya
que se trata de una cadena homéloga a la del RNA mensajero) ( Rice,
Cch.M. y cols. 1986). A pesar de ello, estos virus siguen
diferentes estrategias para replicarse dentro de la célula. Los dos
primeros son capaces de sintetizar a partir de un RNA gendémico una
molécula de RNA Yy polaridad negativa (-) que a su vez es utilizada
como molde para sintetizar las moléculas de RNA mensajero viral
(mediante la accidén de una enzima RNA polimerasa dependiente de
RNA) . El VIH sigue una via de replicacidén mas complicada, gque

consiste en la formacidén de una molécula de DNA dc a partir del RNA



gendmico, (mediante la accién de la enzima transcriptasa reversa)
capaz de integrarse en el gendéma celular en forma de provirus, en
donde se transcribe de manera similar a lo que ocurre normalmente
con los génes celulares, dando 1lugar a los distintos RNAs
mensajeros virales y por lo tanto al virién (FIGURA B) (Camarena,
L. y col. 1987).

Los virus de RNA son capaces de producir una gran cantidad de
enfermedades en diferentes grupos de seres vivos, desde las
bacterias, gue pueden ser infectadas por los fagos MS2, R17 y F1,
hasta las plantas superiores en donde casi el total de los virus
gue las infectan son de RNA (Goodheart, C. 1969). En los animales,
y especificamente en el humano, los virus de RNA son capaces de
producir enfermedades muy graves gque pueden provocar desérdenes
virulentos e incluso fatales, como lo son el SIDA, la fiebre
amarilla, fiebre del dengue y la poliomielitis (Henchal, E.A.

1991.; Martinez, A.C. 1988.; Melnick, V.L. 1983).
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FIGURA B.-REPLICACION DE ALGUNOS VIRUS DE RNA DE CADEMA POSITIVA.

En la replicacién de tos retrovirus, las moléculas de RNA gendmico sirven de molde para la formacidn
de una motécula de DNA de doble cadena mediante una enzima viral, la DNA polimerasa dependiente de RNA
(retrotranscriptasa). Este DNA de doble cadena se integra en el genoma celular en forma de provirion y se
replica de igual manera que los genes celulares dando orfgen a las moléculas de RNA mensajero viral. La
replicacin del poliovirus y del virus del dengue ocurre de manera similar; las motéculas de RNA gendmico son
utilizadas como molde para la formacidn de moléculas de RMA de cadena negativa que a su vez sirven de molde para
ta formacién de las molculas de RNA memsajero viratl.
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POLIOMIELITIS

La poliomielitis es una enfermedad aguda del sistema nervioso
central (SNC) de humanos. Desde el siglo pasado, representa un
problema grave de saltid puablica y continia siendolo a pesar del
desarrollo de vacunas tanto inactivas como atenuadas. En algunos
paises desarrollados es considerada como una enfermedad controlada,
pero en la mayoria de los paises tropicales y areas en desarrollo
(que representan mas de la mitad de la poblacién mundial) se
presenta todavia en gran propoxrcidén, debido a las condiciones poco
salubres gque en algunos de ellos se presentan favoreciendo 1la
transmisién de la misma a través de la ruta fecal-oral (Melnick,
J.L. 1983).

El virus de la poliomielitis pertenece a la!familia de los
picornavirus. Presenta una simetria icosaédrica con una capside de
aproximadamente 22 a 30 nm de diametro y carece de envoltura
(Stanway, G. 1990).

La cipside se encuentra formada por aproximadamente 60 copias
de 4 proteinas: Vpl, Vp2, Vp3 y Vp4 las cuales se encuentran
rodeando a una cadena de RNA gendmico de (cs) y (+) de 7.5 Kb de
longitud. El extremo 5' terminal del gendma se encuentra unido a
una pequefa proteina de origen viral llamada Vpg, mientras que el
extremo 3' terminal se encuentra poliadenilado (Lawson, A. y
Semler, B.L. 1990).

En el extremo 5' terminal, se encuentra una regién no

11



traducida de 742 nucledtidos, seguida de otra regidén de marco de
lectura abierto uUnico, de 6600 nucledtidos gue continGa en una
regidén de 72 nucleétidos (no traducida) en el extremo 3' terminal
de la cadena (Wimmer, E. y cols. 1987).

El marco de lectura abierto del RNAm, gue es idéntico al
gendmico a excepcién de que carece de la proteina Vpg, codifica
para una sola poliproteina gue es procesada proteoliticamente en
numerosos sitios para dar origen a la formacién de las proteinas
virales maduras.

Las proteinas de la capside se encuentran localizadas en el
extremo aminoterminal de la poliproteina (regién P1) mientras que
las proteinas de replicacién se encuentran hacia el extremo
carboxilo (p3).

El virus de la poliomielitis, es uno de los virus de animales
de crecimiento mas rapido y productivo. Su ciclo se completa en 6
o 7 horas, durante las cuales un simple viridén es capaz de dar
origen a 100,000 virus por célula infectada. A pesar de gque la
infeccién suele producir sintomas de fiebre, malestayx, suefo,
cefalea, nauseas, vOmito y solo en raras ocasiones causa la
pardlisis (e incluso la muerte del individuo), la poliomielitis

representa un grave problema en lo gque se refiere a salud piblica.
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DENGUE

7 Otra de las enfermedades producidas por virus de RNA, es la
llamada fiebre del dengue. El primer reporte de dicha enfermedad
ocurrid en los afios 20s, durante los cuales fue definida la
existencia de maltiples serotipos ( D1, D2, D3 y D4) (Russell, P.
1973.; Monath, T.P. 159%0).

La enfermedad suele manifestarse de dos diferentes maneras, la
primera, involucra un sindrome clasico poco Jgrave gue produce
fiebre, salpullido y dolor muscular, mientras que la.segunda se
presenta en forma mucho mds severa, denominandose fiebre
hemorragica de dengue, (FDH), con manifestaciones hemorrigicas gque
han causado epidemias en el sureste asidtico, Africa, Islas del
Pacifico y América, provocando la muerte en cerca del 10% de
guienes la padecen (Mendell, G.L. y cols. 1979.; Pinheiro, F.
1989).

El virus del dengue, pertenece a la familia de los Flavivirus,
con un tamafio de 35 a 45 nm de didmetro. Consiste de una
nucleocdpside rodeada de una envoltura lipoprotéica en donde se
ubican dos proteinas virales embebidas en una bicapa lipidica
(Halstead, S5.B. 1989).

La transmisién del virus a humanos, es a través de la picadura
de la hembra hematdfaga del mosco,_Aedes sp Y es debido a su gran
capacidad de adaptacién a diferentes condicicnes climatoldgicas que

ha podido difundirse en las distintas areas geogrédficas del mundo
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(Halstead, S.B., 198%.; Monath, T.P. 1990).

La evidencia experimental sugiere que el virus del dengue
infecta células mononucleares en organismos vivos, aungque "in
vitro" se ha podido replicar en monocitos y otros tipos celulares
(Halstead, S.B. 19877).

El gendma del virus del dengue estd compuesto de una sola
molécula de RNA de (cs) (+), con un tamafio aproximado de 10.6 Kb.
El extremo 5' terminal de la molécula presenta la estructura de
"cap" ( o residuo de guanina metilada en la posicién 7), mientras
que el extremo 3' terminal carece del segmento de poli A (cuya
presencia se ha reportado en la mayoria de los RNA mensajeros de
los organismos eucariéticos) (Schleisinger, 1990. Wingler, G. y
Wingler, G. 1981).

El RNAm codifica para 1las proteinas estructurales y no
estructurales. La traduccidén del RNAm del virus, del dengue, al
igual gque la del poliovirus, genera una poliproteina dque es
procesada por proteasas celulares y virales para dar origen a las
proteinas virales maduras. Se ha propuesto gque las proteinas
estructurales de 1los flavivirus, localizadas en el extremo
aminoterminal, son procesadas por proteasas celulares (Proteinas C,
PrM y E) en tanto que en 1la maduracién de los péptidos no
estructurales ( NS1, NS2a, NS52b, NS3, NS4 y NS5) participan
proteasas codificadas por el propio virus (Halstead, S.B. 1988).

El aspecto clinico de esta enfermedad varia desde un cuadro
febril (dengue clasico o infeccidén primaria) hasta las formas

graves que pueden manifestarse como FDH o como sindrome de choque
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por dengue (SCD) (Halstead, S.B. 1989.; Ramos, C. 1989). La
hipétesis para explicar estas formas graves de la enfermedad van
desde una variacién antigénica viral que provoca gque el virus
presente diferentes grados de virulencia, hasta la propuesta por
Healsted, gque sostiene que la existencia previa de anticuerpos
(infeccidn primaria) contra un serotipo determinado y la siguiente
reinfeccidén con otro serotipo diferente (infeccidén heteréloga)
dentro de un tiempo determinado, son las condiciones necesarias
para gue se presente el SCD o FHD. Esta dltima propuesta sugiere
que los anticuerpos IgG preformados no neutralizantes forman un
complejo anticuerpo-virus, que facilita la unién y consecuente
infeccién de los monocitos (Halstead, S.B. 1988), lo que permite a
su vez una amplificacién progresiva de la replicacién viral en
ellos. Todo esto, provoca desbrdenes fisioldégicos agudos, como el
aumento en la permeabilidad vascular e inflamacién, perdida de
plasma, hipertensién ete., lo que a su vez ha provocado un gran
nimero de muertes en todo el mundo, tanto de nifios como de adultos

(Ramos, C. 1989).

SINDROME DE INMUNODEFICIENMCIZ ADQUIRIDA
Otra enfermedad producida por virus de RNA que esta causando
un gran nuamero de muertes en todo el mundo, es el SIDA. Este
sindrome, fue por primera vez descrito a principios de la decada de
los 80s, y se caracteriza por provocar una profunda inmunosupresidn

con diversas manifestaciones clinicas, que tienen como consecuencia
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al establecimiento de enfermedades oportunistas, “malignas vy
degeneracidn del sistema nervioso central (SNC). (Greene, W.C. .
1991.; Abbas, A.K. y cols. 1991).

El SIDA es uno de los sindromes clinicos causados por el virus
de inmunodeficiencia humana (VIH) perteneciente a la familia de los
retrovirus, subfamilia de los lentivirus, que infecta primariamente
a las células T con receptores CD4 y a macrdéfagos aunque también es
capaz de infectar diferentes tipos celulares del SNC (Greene, W.C.
1991.; Abbas, A.K. y cols. 1991).

El VIH se caracteriza por provocar tanto una infeccidn latente
de las células a largo plazo, como una infeccién con efectos
citopaticos a corto plazo, produciendose en ambos casos, una
enfermedad de progresién lenta y fatal (Greene, W.C. 1991.; Abbas,
A.K. y cols. 1991).

Se han identificado 2 serotipos de VIH cercanamente
relacionados, el VIH 1 y el VIH 2 gque aungue presentan diferencias
genotipicas, causan indistinguiblemente el SIDA.

Una particula infectiva de VIH posee 2 cadenas de RNA de cs y
polaridad (+), idénticas, de aproximadamente 9.2 Kb, empaguetadas
en una nucleocépside de proteinas virales rodeadas por una
envoltura o bicapa lipidica derivada de la membrana celular que
lleva incluidas a las proteinas virales gp 120 y gp 41 (Greene,
W.C. 1991).

A diferencia de lo gque sucede con los virus descritos
anteriormente, el genoma del VIH se replica en el citoplasma

celular mediante la accidén de enzimas virales (transcriptasa
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reversa), dando origen a una molécula de DNA de dc que es
transportada al nicleo celular en donde se integra en el genoma
celular en forma de provirus. Es aqui, en donde se lleva a cabo la
replicacion viral, conjuntamente con la replicacién celular (Ho,
D.D. y cols. 1987).

El RNA gendmico posee 3 genes denominados estructurales (gad,
pol y env) gque dan origen a las proteinas que constituyen al virus,
y por lo menos a 6 genes denominados regulatoriocs (vpu, vif, vpr,
tat, nef y rev) que dan origen a proteinas cuya funcidén es regular
la reproduccién viral de diferentes maneras (Cullen, B.R. 199la.;
Cullen, B.R. 1991b.; Greene, W.C. 1991). Los productos de ambos
tipos de genes participan de manera escencial en la produccidn de
las particulas del VIH maduras.

El grado de morbilidad y mortalidad causado por la infeccién
con el VIH ha tenido un impacto global en terrenos de la salud y de
la economia ( Epidemiology Bulletin. .1992).

El SIDA ya ha sido la causa de la muerte de un gran namero de
personas, y la enfermedad probablemente serd la causa de la muerte
de la mitad de los pacientes infectados ( Epidemiology Bulletin.
1992).

Los ejemplos mencionados anteriormente de enfermedades
causadas por virus de RNA, representan un grave problema de salud
piblica ya que son capaces de provocar infecciones que varian desde
leves, hasta fulminantes y/o Ffatales, para las cuales no existe
hasta hoy profilaxis inmunolégica o cura alguna (Monath, T.P.

1990) .
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En este tipo de enfermedades, asi como en aquellas provocadas
por virus diferentes gque causan cuadros clinicos similares, la
prevencidn y la identificacién etioldgica (diagnéstico) del agente
que las proveoca es de suma importancia.

La prevencién puede llevarse a cabo por vacunacidén, como
ocurre con el virus de la poliomielitis; evitando el contacto
sexual o sanguineo con individuos infectados, como en el caso del
VIH; o reduciendo las posibilidades de contacto con algunos
animales, como en el caso del virus del dengue.

Una vez establecida la infeccién, es el diagnéstico el que
representa un papel muy importante en el monitioreo de las
poblaciones infectadas, con el fin de controlar y evitar el
contagio y consecuente establecimiento de la enfermedad, sobre todo
de aquellas para las cuales no existe curacién.

Hasta la fecha, existe una gran variedad de metodologia con
diferentes estrategias disefiadas para la deteccidn de diferentes
virus, entre ellas podemos encontrar:

1.- Ensayos inmunolégicos.- que permiten 1la detecciédn
inmunolégica directa de antigenos virales, o de anticuerpos; tal es
el caso de:

a.-Inmunofluorescencia (IF) .- La técnica de
inmunofluorescencia es un método simple y réapido, de facil
observacién basado en la union guimica de isotiocianato de
fluoresceina a un anticuerpo especifico con lo cual es posible
medir una reaccidn antigenc—-anticuerpo. Estos anticuerpos marcados

poseen la habilidad de reaccionar especificamente con su respectivo
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antigeno Yy cuando son observados en un hicroscopio de
fluorescencia, el lugar de la reaccidn se detecta visualmente. Este
es considerado un método de diagndéstico bueno en la deteccidén de
enfermedades infecciosas especialmente de origen wviral por ser
rdpido y sencillo (Faure, y cols. 1977.; Emmos, R. y Riggs, J.L.
1977) .

b.- Radioinmuncensayo (RIP).~ Este ensayo es utilizado para
la determinacién cuantitativa de un antigeno o de un anticuerpo. La
prueba consiste en la inmunoprecipitacién de proteinas virales
(antigeno) marcadas quimicamente o radiactivamente mediante la
reaccién con un suero que presenta anticuerpos gque lo reconocen y
lo precipitan. Este precipitado es posteriormente separado en un

gel y expuesto a autorradiografia.

c.=Tecnica radioinmunoabsorbente (RIA), al igual que el RIP,
se utiliza para la determinacién cuantitativa de un antigeno. E1
ensayo consiste en el marcaje radiactivo de un antigeno viral, que
es colocado en una columna que contiene un anticuerpo insoluble
covalentemente unido a celulosa o Sephadex. La unién entre el
antigeno marcado y el anticuerpo de la columna es competitivamente
inhibido por el antigeno no marcado, presente en la solucidn
estandar o en las muestras no conocidas que se desean examinar
(Engevall, E. y Perlmann, P. 1971.; Cuello, A. 1983).

Tiempo después de la aparicidén de esta técnica, se implementd
la unidén del antigeno con una enzima en vez de un isétopo

radiactivo, con lo que el ensayo resultd muy efectivo, ya que la
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preparacién de este nuevo éﬁnjugado: (antigeno acoplado .a una’~v
enzima) es mas estable a través del tiempb y requiere'dekﬁnvéquiﬁo
mas sencillo.

Este sistema fue llamado ensayo inmunoabsorbente unido a
enzima o ELISA.

d.- Ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA).- E1 ELISA
consiste en la adsorcidn pasiva de un antigeno o un anticuerpoa una
superficie plastica a la que se le afiade el suero dque se desea
probar y gque probablemente posee antigeno o anticuerpos. El
siguiente paso es la adicién de un segunde anticuerpo gque se
encuentra marcado con una enzima y que es cap&z de reconocer el
complejo antigenc—-anticuerpo preformado. Una vez ocurrido lo
anterior, se afiade a la mezcla de reaccidn el substrato de la
enzima acoplada al segundo anticuerpo, y la actividad de ésta es
cuantificada a través de un ensayo espectrofotométrico gque nos
indica la cantidad de sustrato degradado, lo que indica a su vez la
cantidad de inmunoglobulina marcada con la enzima, o cantidad de
anticuerpo presente en la solucidn de prueba (Feldmann y cols.

1975.; Engeval, E. y Perlmann, P. 1971) (FIGURA C).
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FIGURA C.- EHSAYN INMUNOARSRBENTE UNIDO A ENZIMA (ELISA).- El antfgeno es precipitado y sbsorbido en una
superficie a le ~ue se le afinde el suero que s2 desea probar (primer anticuerpo). A este complejo se le afiode
un segundo anticuerpo lamado antiglobulina que se encuentre unide a una enzima y que es Tapaz de reconocer al
complajo preforrado, Después de esto, se shade a la mezcla anterior el sustrato de la enzima acoplada al
segundo anticuerno y In sctividad de esta o cunntificn por espoctrofotometria,
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e.~ Ensayc de Western bloting ¢ inmunotransferencia.- Este
ensayo consiste en la separacidén electroforética en gel de
componentes antigénicos y la subsecuente transferencia de éstos a
un soporte sélido. Este es puesto posteriormente a reaccionar con
sustancias reactivas especificas (que pueden ser los anticuerpos
presentes en los sueros que se desean analizar), capaces de
reaccionar con las diferentes secuencias de las proteinas
antigénicas. Después de que se lleva a cabo la reaccién, se afiade
un conjugado de un anticuerpo acoplado a una enzima y
posteriormente el sustrato de dicha enzima, que revela el resultado
en patrones de bandas correspondientes al antigeno. Este ensayo,
confiere la ventaja de distinguir por tamafic a los diferentes
antigenos virales, dando a conocer el peso molecular de cada uno de
ellos (Sambrook, J. y cols. 1989).

2.- Crecimiento viral ea cultivo de tejidos..

El aislamiento de virus de cultivos celulares es uno de
los métodos en los que es posible observar de manera directa una
infeccién viral. El descubrimiento de varios virus (como el
rinovirus , adenovirus, etc.) es atribuible al uso de esta técnica,
al igual que el diagnéstico de enfermedades virales y el desarrollo
de vacunas como la de la poliomielitis, rubecla y sarampidn
(Fenner, F. y col. 1974).

La deteccién de la proliferacidn viral en cultivo celular,
puede hacerse a través de procedimientos bioguimicos que indican un
incremento intracelular de moléculas virales y viriones, aunque

también pueden usarse algunos procedimientos mas simples, como lo
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son  efecto citopatico, hemadsorcién y especificamente para
‘retrovirus los ensayos de reverso transcriptasa, que consisten en
medir la conversién de nucledtidos radiactivos libres a una forma
4cida insolible (DNA), a través de la accién de una polimerasa
dependiente de RNA (RT) (Weiss, R. y col. 1982.; Rey, M.A. y cols.
1984). El ensayo de RT requiere el demostrar algunas de las
propiedades ya conocidas de la enzima, de su producto y de la
particula viral, como lo son, gque la RT se encuentre en la misma
densidad en la qgue migra el virus de estudio en gradientes
isopicnicos, el demostrar una actividad de DNA polimerasa enddgena,
probar que el producto es DNA y que se encuentra asociado a RNA
viral en estudios tempranocs, y por UGltimo que la actividad
enzimdtica es inhibida con antisuero contra la enzima (Kacian, L.
1977).

La presencia de la RT en células y virus .no es facil de
detectar, a menos que puedan obtenerse grandes cantidades de virus.
Es por esto que esta metodologia debe de ponerse en consideracién
ya que aungque es posible tener la tecnologia para llevarla a cabo,
los resultados finales no suelen ser siempre concluyentes con

respecto a la presencia de la enzima.

3.~ Hibridacidn con dcido nucléico. Este método se basa en la
deteccidn de secuencias virales especificas presentes en lisados de
células infectadas, (ya sea "in vitro" o en muestras clinicas) por
medio de secuencias complementarias de DNA viral obtenido a partir

de clonas, siendo al igual gque los ensayos de cultive de tejido,
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una metodologia que detecta directamente la presencia del virus.

Esta técnica se encuentra limitada a algunos virus de DNA ¥y
RNA y a un pequefio nimero de laboratorios. A pesar de ello, se ha
demostrado la posibilidad de detectar pequefias cantidades de virus
de hepatitis B, Epstein-barr, herpes simplex tipo 1,
citomegalovirus, adenovirus, rotavirus y papilomavirus (McIntosh,
X. 199%0).

De los métodos mencionados anteriormente, los inmunolégicos
ponen de manifiesto a través de diferentes estrategias la presencia
de anticuerpos inducidos por un virus derminado, lo gque es
indicativo de una exposicidén al virus. En algunos casos, como en el
de la infeccidén por VIH, la presencia de anticuerpos es indicativa
de la presencia del virus, lo que a su vez se considera equivalente
a la infeccién. En otros casos, como en el del virus del dengue o
el de la poliomielitis, la presencia de anticuerpos puede indicar
tanto una infeccidén aguda, como una infeccidn de tiempo atras, que
no significa que el virus se encuentre en el organismo en ese
momento (Luciw, P. y col. 1989).

otra desventaja que presenta esta metodologia es la baja
sensibilidad para detectar 1la infeccién durante las etapas
tempranas de la misma, en las cuales noc necesariamente se ha
presentado seroconversién, ya que ésta se lileva a cabo
posteriormente (en el caso de una infeeccidn con VIH, entre 1la
segunda y la octava semana postinfeccién).

Con el uso de este tipo de metodologias de diagnéstico, en

algunos casos se obtienen resultados falso negatives, 1o que sucede
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frecuentemente en individuos en etapas tempranas de la infecciédn,
al emplear métodos de baja sensibilidad, debido a una pobre
produccidn de anticuerpos en infecciones provocadas por un virus
con baja antigenicidad, en pacientes inmunocomprometidos, o cuando
la formacién de complejos inmunes remueven a los anticuerpos
(Evans, A. S. 1976).

De manera opuesta, se pueden obtener resultados falso
positivos por cruce antigénico, debido a la presencia de otras
infecciones virales o a gque el paciente presente algun tipo de
enfermedad autoinmune o proliferativa (Evans, A.S. 1976.; Abbas,
A.K. y cols. 1991).

El método de aislamiento viral a través de un cultivo de
tejido es una buena alternativa de diagndstico ya que es uno de los
pocos métodos que detectan la presencia de virus infectivos
directamente, por lo que es comunmente utilizada.para confirmar la
presencia de un determinado virus en aquellos pacientes en donde la
infeccidén es sujeto de duda, (por ejemplo, en el caso de pacientes
pedidtricos con SIDA menores de 15 meses de edad en donde los
anticuerpos maternos pueden confundir la serodiagndsis). Sin
embargo, este tipo de metodologia suele ser muy larga, (hasta 45
dias) Yy reguerir equipo sofisticado, ademéds de que no siempre es
exitosa y suele ser muy cara (entre 250 y 1000 dls. cada prueba)
(Luciw, P. 1989).

En el laboratorio se planted una metodologia alternativa de
deteccién wviral que involucra la aplicacidén de técnicas de DNA

recombinante. Esta consiste en la construccidén de una sonda de RNA
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o ribosonda, es decir, una secuencia de RNA sintetizada a partir de
una molécula de DNA complementario recombinante, capaz de detectar
por complementaridad secuencias virales especificas en cultivos
infectados, sueros de pacientes e 1incluso en heces y aguas
residuales (Cova, L. y cols. 1988).

A través de esta metodologia intentamos resolver algunos de
los problemas gque se presentan con el uso de las metodologias
anteriormente mencionadas, como lc son la deteccidn precisa de
particulas virales determinadas, que es de gran importancia sobre
todo en etapas tempranas de la infeccidn, la rapidéz en 1la
obtencidén de los resultados y la sensibilidad de la deteécién.

Las ribosondas ademas de presentar ventajas sobre las
metodologias convencionales de diagndstico, presentan también
ventajas sobre las metodologias de hibridacién molecular
(especialmente la que se refiere a las sondas de,DNA), ya gque son
capaces de detectar titulos de 1.5 ordenes de magnitud menores de
lo que una sonda de DNA es capaz de detectar (Cova, L. y cols.
1988) . Estas pueden sintetizarse en gran cantidad {(pueden obtenerse
hasta 10 ug de RNA a partir de 1lug de DNA), Yy si la sintesis se
lleva a cabo en presencia de isdtopos radiactivos, se obtiene una
alta actividad especifica, desde 2 x 10°% cpm hasta 2 x 10% cpm por
ug de RNA ( Cova, L. y cols, 1988). La estabilidad entre los
hibridos de moléculas de RMNA es muchc mayor que la que se presenta
entre moléculas de DNA o hibridaciones entre moléculas de RNA con
moléculas de DNA, lo que incrementa la eficiencia de la metodologia

hasta diez veces (Cova, L. y cols. 1988.; Melton, D.A. 1984).
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Las ventajas anteriormente descritas pueden permitir un
control mas eficaz en el monitoreo de las poblaciones infectadas ya
que con el uso de esta metodologia se puede detectar la presencia
de infecciones incipientes antes de lo que otras pueden hacerlo, lo
que puede ayudar en el control del contagio y por lo tanto evitar
el establecimiento de la infeccién y / o enfermedad en nuevas

poblaciones.
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OBJETIVOS
OBJETIVOS GENERALES
DISENO Y CONSTRUCCION DE RIBOSONDAS PARA LA DETECCION DE

SECUENCIAS VIRALES COMO UN METODO ALTERNATIVO DE DIAGNOSTICO

TEMPRANO.

OBJETIVOS PARTICULARES
- CLONACION DE SECUENCIAS DEL VIH 1, DEL POLIOVIRUS Y DEL VIRUS DEL
DENGUE., .

—SINTESIS DE RIBOSONDAS DEL VIH 1, POLIOVIRUS Y VIRUS DEL DENGUE.

~-DETECCION DE SECUENCIAS GENOMICAS DEL VIH 1, POLIOVIRUS Y VIRUS

DEL DENGUE EN CULTIVOS DE CELULAS INFECTADAS.
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METODOLOGIA

I.~ CONSTRUCCION DE RIBOSONDAS
1.~ Ensayos de restriccién de DNA plasmidico.

La digestién de secuencias consiste en someter al DNA a cortes
especificos con las enzimas de restriccién de eleccidn y su
correspondiente amortiguador e incubar a la temperatura y al tiempo
requeridos por la enzima. En general se sigquen las especificaciones
y se utilizan amortiguadores recomendados por el proveedor.
2.~Preparacién de geles de agarosa.

Se disuelve la agarosa en una solucién de Tris boratos (TBE)
(89 mM de Tris base pH8.0, 89 mM de acido bérico y 2.5 mM de EDTA)
a temperatura de ebullicién. La concentracidn de agarosa para la
electroforésis de fragmentos pequefios (alrededor de 500 pb) debe
ser entre 1.1 a 1.3% y para fragmentos mayores de 1200 pb debe ser
entre 0.7 y 1.0 %,

La solucidn de agarosa se vierte dentro de un molde de
acrilico de aproximadamente 8 x 5 cm con su correspondiente peine
y se deja solidificar a temperatura ambiente (T A)
3.-Blectroforésis y tineidén de secuencias de DNA en geles de
agarosa.

El gel se sumerge en una camara de acrilico con amortiguador
TBE a una concentracién final de 0.5X, se retira el peine de la
agarosa y se colocan las muestras con su respectivo amortiguador de
muestra en cada uno de los pozos. El gel se somete a electroforésis

a 100 volts durante tiempos variables dependiendo de la
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concentracidén del gel y del tamafio de los fragmentos de DNA que se
encuentren migrando. Posteriormente, se afiade a la solucién
amortiguadora de corrida 5 ul de una solucidn de bromuro de etidio
(Br Et) a una concentracién de 10 mg/ml. Para conocer los pesos
moleculares de los fragmentos generados por restriccidén vy
observarlos mediante esta metodologia, es necesario migrar en el
gel de menera paralela a las muestras, marcadores de peso molecular
conocidos para utilizarlos como referencia. Las bandas de DNA se
visualizan por exposicidén del gel a la luz ultravioleta sobre un
transiluminador de onda larga.

4.- Obtencidén de fragmentos de DNA mediante el método de agaiosa de

baje punto de fusién.

Una vez detectados los fragmentos deseados en el
transiluminador de onda larga, pueden separarse cortando la agarosa
en donde se encuentra dicho(s) fragmento (s); esta se ccloca en la
camara formadora de deles Yy se afiade agarosa de bajo punto de
fusién (LMA) hasta cubrir completamente el fragmento de agarosa.
(La LMA se prepara de manera similar a la agarosa y debe colocarse
en el molde a una temperatura lo suficientemente baja para no
disolver la fraccién de agarosa que contiene al fragmento). Una
vez solidificado el gel, se somete a electroforésis a 70 volts de
15 a 20 min, tiempo suficiente para que el fragmentc de DNA salga
de la agarosa y penetre a la IMA.

El fragmento se corta procurando tomar la menor cantidad de
ILMA posible, se coleoca dentro de un tubo eppendorf y se funde a 70°

C. Se afiaden tres volumenes de agua o de solucidén TE (1mM de Tris-
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HC1l, 0.1 mM de EDTA) y se incuba a la misma temperatura hasta que
la IMA este fundida completamente. Posteriormente se realiza una
extraccidén fendlica de la muestra.

5.~ Extraccidn fendlica.

La extraccién fendlica consiste en la adicién de un volimen de
fenol saturado con Tris-base a la mezcla en donde tenemos al DNA y
una centrifugacién posterior en una micrefuga a 12 Krpm, 15 min a
T A. La fase acuosa, es decir la superior, se transfiere a un tubo
limpio, se le afiade un volimen igual de fenol-cloroformo {l:1l) y se
centrifuga a 12 Krpm, 15 min. a T A La fase acuosa se transfiere
a un tubo limpio y se le afiade un volimen igual de cloroformo Yy se
centrifuga a 12 Krpm, 15 min. a T A Se toma nuevamente la fase
acuosa y el DNA se precipita con 1/10 del volumen de acetato de
sodio 3M pH 5.2 y 2 volumenes de etanol abscoluto frio. Se deja 30
minutos a -70°y se centrifuga a 12 Krpm, 30 min a 4° C. Se retira
el sobrenadante y la pastilla se resuspende en agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC).
6.~Clonacidn.

Se hace una purificacién tanto del segmento de DNA que dquiere
clonarse (fragmento) como el vehiculo de expresidn (vector)
mediante la técnica de extraccién fendlica. E1 fragmento se
resuspende en agua DEPC y al vector se le somete a una reaccidn de
desfosforilacidén con 1/10 de voluimen final de reaccidén de enzima
fosfatasa alcalina bacterial (BAP) y una concentracidén final 1X de
solucién amortiguadora de la BAP (comercial) 1 hr. a 37 °cC. El

vector desfosforilado se precipita con acetato de sodio y se
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resuspende en agua DEPC.

La reaccidén de ligacién se lleva a cabo con concentraciones
constantes del vector y concentraciones crecientes del fragmento en
una proporcién de 1:0, 1:1, 1:2 y 1:3. A esta mezcla se le adiciona
1/10 del voldmen final de la enzima DNA ligasa T4 y la solucidn
amortiguadora correspondiente (comercial) a una concentracidn final
de 1X. La reaccidn de ligacién que se lleva a cabo con fragmentos
de DNA que presentan extremos cohesivos o asimétricos se incuba a
16° C toda la noche, mientras que en presencia de fragmentos no
cohesivos o simétricos se incuba a T A toda la noche.

7.- Transformacién bacteriana (Competencia y transformacidn
celular).

a).~ El proceso de competencia consiste en sembrar las
bacterias en cajas petri con medio de Ua (ver apéndice) e
incubarlas toda la noche a 37°C. Se toma una de las colonias y se
siembra en 5 ml de medio Ub (ver apéndice) en un matrdz de 125 ml,
Yy se incuba aproximadamente 4 hrs a 37°C hasta que alcance una D.O.
de 0.3 a 550 nm. Este cultivo se transfiere a un matraz de 500 ml
que contiene 100 ml de medio Ub precalentado a 37°C , v se incuba
a esta misma temperatura hasta gque alcance una D.0. de 0.48 +
0.02. lo gue ocurre en aproximadamente 2 hrs. Se enfria el matréz
en hielo 5 min y se centrifuga a 6 Krpm, 5 min. a 4° C en una
centrifuga Sorvall con un rotor SS34. La pastilla obtenida se
resuspende con mucho cuidado y sin hacer burbujas en 40 ml de medic
TFb 1 frio (ver apendice). Esta suspencidén se deja en hielo 5 min

y se centrifuga a 6 Krpm, 5 min. a 4° C. La pastilla se resuspende
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en 4 ml de medioc TFb 2 frio (ver apéndice) y se deja en hielo 15
min. Las bacterias se alicuotan en tubos eppendorf de 0.5 ml que
estuvieron previamente en hielo seco y se almacenan a -70° C.
b).~ E1 proceso de transformacidn celular consiste en
descongelar lentamente a las bacterias competentes en hielo, una
vez descongeladas se les aflade 1/10 del volimen de una solucién de
B-mercaptoetanocl (9:491 con agua) y se dejan en hielo 10 min. Se
toman muestras de 50 ul y se colocan en tubos eppendorf a los que
se les ahade de 1 a 2 ul de las muestras de DNA para transformar.
Los tubos se enfrian en hielo 30 min y posteriormente se incuban a
42° C, 90 seg y se regresan al hielo 2 min. A cada tubo se le
afaden 200 pl de medio Ub en campo estéril y se incuban en
agitacidén 1 hr a 37°C. Se vacia el contenido de los tubos en cajas
de petri con medic MacB amp (ver apéndice) y se siembran en campo
estéril. Se secan a T A, se invierten y se dejan incubando toda la
noche a 37°C.
8.~ Propagacidn del plasmido.
1) .~ Minipreparacién de DNA (Método de minipreparacidén en un solo
tubo de Del Sal y cols).

Cada colonia de bacterias transformadas se siembra
independientemente en un tubo con 5 ml de medio Luria (ML) estéril
(ver apendice), se deja crecer en agitacidén toda la noche a 37°C.
Se toma 1.5 ml de este cultivo y se centrifuga en una microfuga a
12 Krpm, 1 min a T A. Se retira el sobrenadante y se resuspende
cada paquete en 200 pl de solucidén amortiguadora de STET (ver

apendice), 4 pl de una solucién de lisozima (50 mg/ml) y se incuba
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5 min. a T A. Se hierven los tubos 45 seg y se centrifugan a 12.K,
5 min. a T A. La pastilla obtenida se retira con un pﬁlillo
estéril y se desecha. Al sobrenadante se le agregan 8 pl de una
solucién de Bromuro de hexadeciltrimetilamonioc (CTAB) (5% V/V). Se
deja unos minutos a T A. y se centrifuga a 12 Krpm, 5 min a T A
La pastilla se resuspende en 300 gl de cloruro de sodio 1.2 M por
agitaciéon y se reprecipita agregando 750 ul de etanol absoluto
frio. Se centrifuga a 12 Krpm 10 min a T A y la pastilla obtenida
se lava con etanol al 70%. Se resuspende en agua tratada con DEPC.
Una vez resuspendida la pastilla de DNA plasmidico, se hace un

andlisis enzimatico.

2.~ Maxipreparacién con el método de Cloruro de Cesio (C1lCs).

Se crecen bacterias en 5 ml de Medio Luria con el antibidético
de seleccidn. Se traspasa la muestra en condiciones de esterilidad
a un matradz de 1 1t que contiene 500 ml del mismo medio y cuando el
cultivo tiene una D.O. de 0.8 a 600 nm (aprox. 6 hr. después del
indculo) se le afiade cloranfenicol a una concentracién de 125
mg/ml.

El cultivo se incuba con agitacién durante toda la noche a
37°C. Se centrifuga en el rotor $S34 de una centrifuga Sorvall, a
10 Krpm, 20 min a 4°C. El sobrenadante se desecha y la pastilla se
resuspende en un vollmen final de 3.1 ml de solucidn TS (25% de
sacarosa ultrapura, 50 mM de Tris-HCl pH 7.5). La suspencidén se
transfiere a tubos de 15 ml, se agregan 0.3 ml de solucién de

lisozima ( 10 mg/ml de lisozima, 25 mM de Tris-HCl pH 7.5) y se
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incuba 5 min en hielo. Se le agregan 1.iS ml de' una solucidén de
EDTA 200mM Yy se incuba 5 min. en hielo, se le afiaden 4.5 ml de
solucién de Triton (1% de Triton X 100, 62.5mM de EDTA, 50 mM de
Tris-HCl pH 7.5) mezclando por inversién. Se incuba 10 min. en
hielo. La preparacién se decanta cuidadosamente a un tubo de
policarbonato de 10 ml y se centrifuga en el rotor 50 Ti a 30 Krpm,
30 min a 4° C. El sobrenadante se decanta en un tubo de 15 ml, se
mide el volimen, se agregan 0.95 g/ml de CsCl s6lido y se mezcla
por inversidén. Al voltmen final, se le agregan 200 pg/ml de BrEt.
La solucidn se transfiere a tubos de polialdmero para rotor 50 Ti
que se equilibran con aceite mineral por la parte superior. Las
muestras se centrifugan a 45 Krpm, 36 hrs 15° C. Se extrae la
banda inferior del tubo, que es visible cuandoc la irradiamos con
luz UV de onda corta, (gue corresponde al DNA del plasmido)
mediante una puncién con una jeringa de 3 ml, se retira la aguja y
la muestra se coloca en un tubo de plastico de 15 ml. Se lava con
un volimen igual de isopropanol saturado con cloruro de sodio y se
mezcla por inversidn. Se remueve la fase superior y se repite el
paso hasta que el color rosado de el BrEt desaparezca de la fase
acuosa. La fase acuosa se dializa contra un litro de solucién de TE
toda la noche a 4°C con dos cambios. Al dializado final se le
determina la absorbancia a 260 nm para conocer 1la concentracidn

final de DNA plasmidico.
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I1l. SINTESIS8 DE RIBOSONDAS.
1.~ Transcripcién "in vitro' en presencia de isétopos radiactivos.

El DNA plasmidico se digiere con la enzima deseada y se somete
a una extraccidén fendlica; el DNA cortado se precipita con 1/10 de
volimen de acetato de sodio y 2 volumenes de etanol absoluto frio.
Se centrifuga en una micréfuga a 12 Krpm, 30 min a 4°C y la
pastilla se resuspende en agua con DEPC. La reaccién de
transcripcidn '"in vitro" en presencia de 2P (transcrito caliente)
se lleva a cabo en un tubo eppendorf de 1.5 ml, al cual se 1le
afiaden 8 pl de agua tratada con DEPC, 6 ul de solucién
amortiguadora de la transcripcién (comercial 5X), 3 pl de DTT (100
mM), 1 pl de RNasin (Promega), 64l de una solucién de nucledtidos
( 2.5 mM de ATP, CTP GTP y 0.25 mM de UTP), 2 ul de la mezcla de
UTP o« ?P (Ammersham) (con una actividad especifica de 600
mCi/mmol), 3 ul de la muestra de DNA (1 pg),, y 1pl de 1a
polimerasa T7 o Sp6 comercial. Esta mezcla se incuba 1 hr a 37 °
C en el caso de usar la polimerasa T7 y a 40°C en el caso de usar
la polimerasa SP6. Se afiaden de 1 a 2 gl de DNAsa RQlL y se incuba
15 min. a 37°cC. Esta solucién se lleva a un volimen final de
100il. Se hace una extraccion fendlica, después de la cual se pasa
a través de una columna de Sephadex G 50 y se centrifuga a 2 Krpm,
3 min a 4°cC.

De la solucidn gque se obtiene se toma una alicuota de 1 pl y
se coloca en un papel Wattman 3MM, se deja secar y se coloca en un
tubo wvial con 5 ml de una solucién de Tritdédn-tolueno (ver

apéndice). Las emisiones radiactivas se miden en un contador de
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centellec en el canal de ¥p.
IIT.~ EXTRACCION DEL RNA DE CELULAS INFECTADAS Y NO
INFECTADAS.

Para un manejo correcto de las metodologias de RNA es
estrictamente necesario que se trabaje siempre con guantes,
material horneado y el de plastico que sea nuevo y de preferencia
esterilizade. El agua con la que se preparan las soluciones debe
estar tratada con DEPC, y los reactivos deben ser pesados en
recipientes horneados y vertidos con espatulas horneadas o de
preferencia sin introducir ningun utensilio. Para las mediciones de

pH, deben tomarse alicuotas para evitar una posible contaminacién.

1.~ Extraccidén de RNA citoplasmico.

Para la extraccién del RNA citopladsmico, se cultivan las
células deseadas en cajas o en suspensidén y se lavan 2 veces con
PBS (ver apéndice) y posteriormente se centrifugan en una micréfuga
a 12 Krpm, 1 min a T A. En el caso de las cé&lulas cultivadas en
caja, se despegan previamente con 750 gl de wuna solucidn
amortiguadora de despegado (ver apendice) para cada caja P100 v 325
ul para cada caja P60. La pastilla se resuspende en 200 gl de una
solucién de RSB—-NP40 (10 mM Tris-HCl1 pH 7.5, 10 mM NaCl, 1% NP40)
y subiendo y bajando la mezcla 4 a 5 veces con una pipeta Gilson de
1 ml. Se verifica en el microscopio con una alicuota que la mayoria
de las células estén rotas y los nicleos integros. Se centrifuga a
12 Krpm, 5 min a 4° C. A este sobrenadante se le afiade SDS a una

concentracién final de 5% y 1 volimen de fenol. Se centrifuga a 12
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Krpm, 5 min a 4 °C. La fase acuosa se transfiere a otro tubo limpio
Yy se le anade un volimen de una solucidén de cloroformo-alcohol
iscamilico 24:1 y se centrifuga a 12 Krpm, 5 min a 4 °C. La fase
acuosa se transfiere a un tubo limpio y se vuelven a repetir los
dos pasos anteriores. A continuacién la fase acuosa se transfiere
a un tubo limpio, se le afiade 1/10 del voldmen de acetato de sodio
3 My 2 volimenes de etanol absoluto frio. Se deja a -70°C toda la
noche. Puede almacenarse o procesarse para su utilizacién, lo que
consiste en centrifugar las muestras en una micréfuga 12 Krpm, 30
min a 4°C. La pastilla obtenida se deja secar completamente y se
resuspende en agua tratada con DEPC.
2.- Extraccion de RNA mediante el método de Isotiocianato de
guanidina (ITCG).

Las células crecidas tanto en caja como en suspensidén se lavan
dos veces con solucidn PBS. Al paguete celular, se le agregan 3.5
ml de una solucidn de ITCG (ver apéndice). Esta solucidén se hace
pasar 4 veces hacia arriba y abajo con una jeringa de 5 ml con
aguja 20 G, y se transfiere a un tubo limpio. Por otro lado, se
colocan 1.5 ml de una solucidén de ClCs (5.7 M de ClCs, 100 mM de
EDTA pH 8.0 ) en un tubo de polialémero previamente hervido con
EDTA y esterilizado en autoclave. Se transfiere la solucidn del
lisado celular al tubo anterior muy lentamente formandose una
interfase visible. Se centrifuga en una ultracentrifuga con un
rotor SW 50.1 a 35 Krpm de 12 a 20 hrs a 18°C con aceleracidn y
freno paulatino. Se retira el sobrenadante poco a poco con una

pipeta gilson de 1 ml, dejando en el tubo aproximadamente 100 pl de
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la solucién, se invierte el tubo lentamente y la pastilla se deja
aerear 10 min. Se resuspende en 360 ul de solucién TES (10 mM Tris-—
HCl pH 7.4, 5mM de EDTA, 1% SDS) utilizando una pipeta Gilson de 1
ml y se transfiere a un tubo eppendorf de 1.5 ml limpio. Durante
este paso, se debe poner mucha atencién en que la pastilla gquede
completamente resuspendida. Se agragan 40 pl de una solucidén de
acetato de sodio 3 M y 1 ml de etanol absoluto frio y se precipita
30 min. a -70°C. Se centrifuga en una micréfuga a 12 Krpm, 30 min
a 4°cC. La pastilla puede resuspenderse en agua tratada con DEPC
para un uso inmediato o bien puede almacenarse precipitada en
etanol absoluto para su uso posterior. Se cuantifica la cantidad
de RNA obtenida por espectrofotometria y se revisa la integridad de
este en un minigel de agarosa tefiido con BrEt.

3.~ Extraccién de RNA poli A+.

En la parte interior de una pipeta pasteur larga horneada se
coloca un tapén de fibra de vidrio estéril con la ayuda de otra
pipeta horneada. En la parte exterior de la punta de la pipeta, se
coloca una manguera de plastico transparente, nueva y estéril
(cateter de alimentacidén) de 2.63 mm de diametro exterior y se
flamea con un mechero para fundirla con el vidrio de la pipeta.
(Puede reforzarse con papel parafilm). Una vez revisado gque esté
bien sellada, se sujeta en un soporte universal y se coloca en el
extremo final de la manguera, una pinza para regular el flujo de
salida de las soluciones. Se introduce en la pipeta un vollmen
aproximado de 1 ml de solucioén amortiguadora de carga estéril con

0.1 g de oligo dt celulosa (ODTC) (ver apéndice) para formar una
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columna de aproximadamente 1.5 cm de alto, se lava con 3 a 5
volimenes de agua estéril tratada con DEPC, de 3 a 5 volimenes de
una solucién de 100 mM de hidréxido de sodio con SmM de EDTA. Se
enjuaga con agua tratada con DEPC hasta que el pH de la solucién
eluyente sea menor de 8.0. La columna se lava con 5 volimenes de
solucidn amortiguadora de carga estéril 1X con SDS (ver apéndice).
La muestra se prepara afadiendo al RNA un volldmen de solucidn
amortiguadora de carga con SDS 2X, se calienta 30 min. a 55°C y se
enfria en hielo por unos minutos. La muestra se vierte en la
columna y se colecta con un flujo muy lento en un tubo eppendorf
nuevo. Este paso se repite tres veces mas y en la Gltima se deja la
muestra sin eluir durante un tiempoc minimo de media hora. La
columna se lava con 8 ml de solucidn amortiguadora con SDS 1X muy
lentamente y con 2 ml de solucidn amortiguadora de carga sin SDS 1X
que se colectan en un tubo Corex de 15 ml. En esta fraccidn se
obtiene al RNA poli A -. EI1 RNA poli A+ se eluye muy lentamente
con 5 ml de solucién amortiguadora de elucidén (10 mM Tris-HCl pH
7.5, 1mM EDTA) en otro tubo Corex de 15 ml horneado. Una vez
obtenidas las muestras se precipitan con 1/10 de volumen de acetato
de sodio y dos volimenes de etanol abscluto frio toda 1la noche.
Para obtener la pastilla, se centrifuga en un rotor SS$34 de una
centrifuga Sorvall, a 10 Krpm, 30 min a 4 °C. Se retira el
sobrenadante y la pastilla se deja secar unos minutos a T A. para

posteriormente resuspenderla en agua tratada con DEPC.
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IV.~ FIJACION DEL RNA A PAPEL DE NITROCELULOSA.
1.- Técnica de transferencia en franja.

Se corta el papel de nitrocelulosa del tamafio del aparato de
transferencia y se sumerge completamente en agua 10 min. Se
transfiere a una solucidén de SSC (1.5 M cloruro de sodio, 0.15 M
citrato de sodio anhidro) 10X, 20 min y se coloca en el aparato de
transferencia. Cada pozo se lava con 400 ul de solucidén SSC 10X la
cual se extrae con vacio. Se colocan entonces cada una de las
muestras que previamente han sido tratadas de la siguiente manera:
en tubos eppendorf nuevos esteriles de 0.5 ml se colocan 300 ul de
una solucién de SSC~F (10X SSC y 46% de formaldehido comercial),
los pl gue se requieran de muestra de RNA y el resto de agua
tratada con DEPC para obtener un volimen final de 400 pl. Todas las
muestras se calientan 15 min a 65°C justo antes de colocarse en el
aparato de transferencia y se filtran en papel de nitrocelulosa con
vacio. Nuevamente se lava cada pozo con solucién SSC 10X. Se
retira el filtro y se enjuaga en solucidn SSC 10X. Se hornea 2 hrs
a 80 °C con vacio. El papel puede almacenarse entre dos hojas de
papel Whattman dentro de una bolsa de pléastico a 4°C.

2.- Técnica de transferencia tipo Northern.
a.-Preparacidén del gel de agarosa-formaldehido al 1.2%.

Para preparalr el gel, se hierven 2.4 gr de agarosa en 174 ml
de agua tratada con DEPC en un matrédz esté&ril y horneado. Una vez
disuelta la agarosa, se enfria a 60 °C; cuando el matrdz ha
alcanzado esta temperatura se le agregan 20 ml de solucidn

amortiguadora MOPS 10X (ver apéndice) y 6.0 ml de formaldehido
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comercial, se mezcla bien y se vuelve a colocar de 5 a 10 min. a
60°C La agarosa se vierte en la camara de electroforésis y se deja
solidificar para que se forme el gel. El peine no se retira sino
justo unos minutos antes de poner las muestras en los pozos.

b.- Preparacién de las muestras de RNA.

En tubos eppendorf de 1.5 ml se coloca en un volimen final de
50 ul, 1X de solucidén MOPS, 17.5% de formaldehido comercial con pH
mayor de 5.0, 50% de, formamida ultrapura desionizada y la muestra
de RNA en agua DEPC. Los tubos se agitan con un vortex y se
centrifugan en una microfuga a 12 Krpm unos segundos a T A para
que toda la muestra resbale hasta el fondo del tubo. Estos se
incuban 15 min. a 65°C y se colocan en hielo. A cada tubo se le
afiaden 10ul de solucidén amortiguadora de muestra de formaldehido
(FLB: 1mM de EDTA pH 8.0, 0.25% de azil de bromofenol, 0.25% de
xilencianol, 5% de glicerol), se mezcla con un vortex y se
centrifuga brevemente.

¢.~ Electroforésis del gel de agarosa-formaldehido.

El gel se coloca en la camara de electroforésis y se cubre con
solucidén amortiguadora de corrida MOPS 1X. Se retira el peine y
enseguida se van colocando las muestras en cada uno de 1los pozos
del gel. El gel se somete a un voltaje de 100 V, por un tiempo
maximo de 3 horas durante las cuales el colorante de las muestras
debe sobrepasar la mitad del gel.

d.- Transferencia del gel a papel de nitrocelulosa.

8i se corrieron las muestras por duplicado, en este

momento se corta el gel mediante un corte con navaja para gue uno
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de los duplicados sea tefildo. La parte del gél que se wva a
transferir a papel de nitrocelulosa se coloca en un recipiente con
agua destilada en agitacidn que se recambia de tres a cuatro veces
cada 5 min aproximadamente hasta que el formaldehido se haya salido
por completo del gel; después, este se sumerge en solucidén SSC 10X,
45 min en agitacidén. Mientras tanto, se corta la nitrocelulosa de
un tamafio un poco mas pequefio que el gel (aproximadamente 3 mm
menos en ambas dimensiones) y se coloca 1 min en agua y 10 min en
SSC 20X usando siempre guantes. Se cortan de 3 a 5 hojas de papel
Whattman 3MM de un tamafio aproximado de 6 mm menor que el gel.

El aparato de transferencia consta de una parte inferior o
recipiente en donde se vierten de 1 a 2 1 de solucidn SSC 20X; y
una parte superior o puente sobre la cual se coloca una tira de
papel Whattman 3MM previamente humedecida en solucién SSC 20X de
manera gue los extremos hagan contacto con la solucidén del
recipiente. Se retiran las burbujas formadas entre el papel y el
puente y se coloca el gel sobre el papel con los pozos hacia este.
Se retiran las burbujas y enseguida se coloca el papel de
nitrocelulosa, uno de los papeles Wattman 3MM humedecido en
solucidén SSC 20X y los otros papeles se colocan secos; sobre estos
Gltimos se colocan 3 cm de altura de papel absorbente del tamafio
del gel y sobre todo lo anterior se coloca un peso aproximado de 1
Kg. La transferencia se deja toda la noche a T A. Transcurrido este
tiempo, se retiran todos los papeles, se toma la nitrocelulosa, se
coloca entre dos papeles wattman y se hornea 2 hr a 80°C en un

horno de vacio.
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La parte del gel cortada que va a tefiirse se deja en agua toda
la noche a 4°C. Se retira del agua y se pone en una solucién de 500
ml de agua con 25 pl de BrEt 10 mg/ml. Se verifica en el
transiluminador hasta que la tincién sea correcta vy se fotografia.
A veces es necesario destefiir en agua para observar mejor las
bandas.

Cuando no se tiene suficiente muestra para hacer duplicados,
en el momento de colocar las muestras en el gel, se les afiade 1 ul
de una solucién de BrEt 10 mg/ml. El BrEt gque migre en el gel en
sentido opuesto a las muestras, se retira cortando la agarosa de la
parte superior de los pozos con una navaja. Una vez terminada 1la
electroforésis, se fotografia el gel y se continida la técnica como
se indicdé anteriormente.

V.- DETECCION DE RNA VIRAL POR MEDIO DE RIBOSONDAS.

1.- Prehibridacidén e Hibridacién de los papeles de

nitrocelulosa.

En un tubo cdnico de 50 ml, en un volimen final de 2 ml,
se pone: 50% de formamida desionizada, 5% de SSCPE, 150 mM de
cloruro de sodio, 15 mM de citrato de sodio, 13 mM de fosfato de
potasio, 1L mM EDTA a pH 7.2 ajustado con hidrodxido de sodio), 5X de
solucidén Denhardt's (1% de Ficoll, 1% de albimina sérica bovina, 1%
de polivinilpirrolidina), 0.1% de SDS, 250 mg/ml de DNA de esperma
de salmdén previamente calentado a ebullicidédn 10 min y enfriado en
hielo unos minutos. El papel de la transferencia tipo franja se
humedece con S8C 6X y se introduce en el tubo que contiene la

solucidn de prehibridacidn, procurando que se peque a la pared de
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este, retirando las posibles burbujas entre ambas superficies. Se
cierra el tubo y se coloca en un horno de hibridacidén con rotacién
de 2 a 16 horas a 60° C. Si la hibridacién es con papeles nas
grandes, como los de la transferencia tipo Northern, se recomienda
que la prehibridacién se haga en probeta cén un voldmen de 7 ml.

Para la hibridacién, solamente se agrega a la mezcla de
prehibridaciéon la ribosonda previamente calentada a ebullicién 10
min y enfriada en hielo unos minutos y se deja en el horno con
movimiento rotatorio toda la noche a 60°C.
2.~ Lavado, exposicidn y revelado. L

Una vez hibridados los papeles, se retiran,del;tuﬁq—y.gg
colocan en un recipiente con una solucién de SSC 0.2X 1 E'A'Eo oQ
con 3 cambios de solucidn cada 20 min. )

El papel se coloca en una bolsa de plédstico y se sella para
que conserve la humedad. Se expone en un cassette con pantallas
amplificadoras a -70°C. La placa puede revelarse desde las 3 horas
de exposicién.

VI.- CULTIVO DE LINEAS CELULARES
1.- cultive de células Hela.

Células HeLa (derivadas de un carcindéma de cervix humano)
fueron crecidas en cajas petri (pl00) con 10 ml de medio Dulbecco
(medio minimo esencial modificado por Dulbecco), suplementado con
10% de suero de caballo y 1X de antibiético. Las células se
siembran en campo estéril (campana de flujo laminar), se incuban a
37° C con flujo de CO, el tiempo suficiente para obtener 1la

confluencia.
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2.- cultivo de células CvV-1F.

Células CV-1P (derivadas de rifiébn de mono) fueron cultivadas
en medio Dulbecco suplementado con 10% de suerc de ternera
(necnato) y penicilina-estreptomicina (PE) 1X, en cajas pl00. Las
células se siembran bajo las mismas condiciones que las células
Hela.
3.~ Cultivo de células Molt.

Células Molt (derivadas de una linea linfocitica) fueron
cultivadas en medio RPMI 1640 (Sigma) suplementado con suero fetal
bovino al 10% y 1X de antibiéticos. Las células se siembran en
campo estéril en frascos F 75 y se incuban a 372C con flujo de CO?
el tiempo suficiente para que lleguen a fase log (Gartner, S. y
col. 1990).

VII.- INFECCION VIRAL.

1.- Infeccidn con poliovirus.

Se cultivan de una a dos cajas P100O con células HelLa y
cuando éstas estdn confluentes se les retira el medio y se lavan
con medio Dulbecco sin suero. A cada caja se le agregan 50 pl del
stock de virus del laboratorio (20 unidades formadoras de placa
(UFP) /célula) y se dejan adsorber a T.A. 45 min. moviendo las cajas
cada 15 min. Se le agrega a cada caja 5 ml de medio Dulbecco 1X con
5% de suero de caballo y se incuban las células 5 hrs a 37°C. Se
les retira el medio y se afiaden 375 pul de solucidn amortiguadora de
despegado (ver apéndice) y se incuban 5 min a T A Estas se recogen
y la muestra se coloca en un tubo eppendorf estéril. Se centrifugan

a 12 K, 1 min a 4 °C para empaqguetarlas y se les retira el
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sobrenadante. La pastilla celular se congela y almacena.a -20 °C
hasta su procesamiento.
2.- Infeccidén con el virus del dengue.

Se cultivan de una a dos cajas P100 con cé&lulas CV-1P y cuando
estan confluentes se les retira el medio y se lavan con MEM sin
sueroc. A cada caja se le agregan 200ul del stock del laboratorio
(0.1 UFP/célula) v se dejan a T A 1.5 hrs a T.A. moviendo las cajas
cada 30 min. Se afiaden 5 ml de medio MEM con sueroc al 2% y se
incuban a 37°C, 3 dias. Pasado este tiempo, se cosechan las células
de la misma manera que en el inciso anterior.

3.- Infeccidn con el virus de inmunodeficiencia humana.

Se cultivan las células molt en frascos, y se dejan crecer
hasta alcanzar la fase de crecimiento logaritmica, y es entonces
cuando las células son infectadas seglin la metodologia de Gartner
S. y col. 1990. Durante los primercos dias postinfeccién, es decir,
durante la fase de infeccidn aguda, se debe observar la formacién
de sincicios, y a medida que la infeccidén se estabiliza, deben
hacerse ensayos de inmunofluorescencia (Emmos y col. 1977), y de
reversotranscriptasa (Rey, M.A. y col. 1984) con la finalidad de
corroborar gue la infeccién se ha estabilizado, es decir, que ha
habido integracién del gendma viral en el celular. Una vez
sucedido lo anterior, las células se cultivan como se ha mencionado
con anterioridad, manteniéndose asi los cultives con virus

integrado.
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RESULTADOS

Los virus constituyen el grupo de patdgenos mds importante
para el ser humano, ya dque representan el 60% del total de las
infecciones que en él se producen. Por esta razdn, la virologia se
ha dedicado actualmente no solo al aislamiento y caracterizacidn,
sino también al entendimiento de las bases y mecanismos moleculares
implicados en la patogenia de estos agentes.

Uno de los aspectos que ha sido importante en la resoluciédn
de problemas relacionados con el estudioc de las enfermedades de
etiologia viral, lo constituye el diagnéstico, sobre todo en caso
de aguellas infecciones graves o mortales, como es el caso del SIDA
y la enfermedad de fiebre por dengue, que representan un problema
importante tanto desde el punto de vista de salud pudblica como
epidemiolégico. .

Los métodos de diagnéstico comunmente utilizados, han resuelto
satisfactoriamente gran parte de las necesidades para las cuales
fueron creados, sin embargo, es una realidad que ellos presentan
algunas desventajas, como lo son la aparicién de reacciones
cruzadas y la dificultad de detectar la infeccién en etapas
tempranas de la misma. Para resolver estos problemas, se planted
en el laboratorio la construccién de ribosondas, (es decir,
secuencias de RNA capaces de detectar por complementaridad regiones
del genoma viral), como un método alternativo de diagnéstico. Las
ribosondas que se construyeron, nos permiten detectar secuencias

gendémicas del VIH, poliovirus y virus del dengue.
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DISENO Y CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS CON LAS SECUENCIAS

DEL VIH 1.

Con el fin de construir un vehiculo de expresién gque nos
permitiera generar una ribosonda capdz de detectar secuencias
gendmicas del VIH 1, se utilizé al plasmido pBH10 cuya secuencia
puede observarse en la figura 1-A, donado al laboratorio por el Dr.
Haseltine, Harvard Medical School, Massachusetts, USA. Este
plésmido se construyd clonando en el plédsmido pSP64, la secuencia
del DNA complementario del VIH 1 completa (HTLV IIIb), a excepcidn
de una regién de 182 pb que corresponde al sitio de unidén con el
"primer" tRNA y a parte de la secuencia lider localizada en la zona
R y U5 del LTR 3' (Retner, L. y cols 1885). El plasmido pBH10,
contiene ademas el gene de resistencia a ampicilina (gene de 8-
lactamasa), un origen de replicacidén, una regidén denominada
polilinker con sitios dnicos de corte para diferentes enzimas de
restriccién y el promotor del bacteriofago Spé de Salmonella
typhimurium, mediante el cual es posible la transcripcién de
secuencias que se encuentren hacia abajo del promotor, es decir,
nos permite sintetizar mcléculas de RNA o ribosondas (Melton, D.A.
y cols. 1984).

Para poder construir la ribosonda, se llevaron a cabo una
serie de procedimientos que consistieron en primer lugar, en

comprobar la identidad del plasmido determinando el patrdén de corte
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con enzimas de restriccidén. En la figura 1-A, se observa el mapa
de restriccién del plasmido pBH10, y en la 1-B, la fotografia de un
gel de agarosa en el que se observan los fragmentos generados con
cada una de las enzimas elegidas, los cuales corresponden en tamafio
a los fragmentos esperados, lo gue nos asegura que estabamos
trabajando con el pldsmido adecuado.

A partir del plasmido pBH10 de 11,927pb, se construyd el
plidsmido pBH4.3, gque fue utilizado para sintetizar la ribosonda
especifica para la deteccién de secuencias del VIH 1. Para la
construccidon del pBH4.3, el DNA del plismido pBH10 se cortd con la
enzima Kpn I, la cual generd dos fragmentos de 5186 y 6741pb. E1
fragmento de 6741pb, se religd por incubacidén en presencia de la
enzima DNA ligasa del bacteriofago T4, obteniendose al pléasmido
pBH4.3 (ver el esquema de la construccidn en la figura 2).

Este plasmido contiene la secuencia completa del LTR 5' y del
gene gag, parte de la secuencia del gene pol y la regién R y U3 del
LTR 3! (ver figura 3-A).

El plasmido pBH4.3 fue sometido a un andlisis por restriccién
con 5 diferentes enzimas con el fin de verificar que la
construccién habia sido correcta (ver figura 3-B). Las enzimas de
eleccidén se indican en el lado izquierdo de la figura, y en el lado
derecho se muestra la fotografia del gel con los fragmentos
generados con ella. El tamafio de 1los fragmentos obtenidos
correspode a los esperados, lo que corrobora gque la construccién
fue correcta; (comparar los fragmentos obtenidos con los sitios de

corte mostrados en la figura 3-A).
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A) Restriccion del pldsmido pBHIO
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FIGURA 1.- RESTRICCION DEL PLASHIDO pBH10.

(A) Mapa de restriccién del pldsmido pBH10 el cual contiene la secuencia nucleotidica completa del VIH
1 (HTLV 111b) a excepcidén de la regidn R y U5 del LTR 5'. (B) Electroforésis en gel de agarosa al 1.0% del
plésmido pBH10 después de haber sido sometido a restriccion con diferentes enzimas. Carrit 1: Marcadores de peso
molecular (DNA del fago Lambda digerido con la enzima Hind [11). Carril 2: Pldsmido pBH10 sin digerir. Carriles
3-6: Digestion del pldsmido pBH10 con las enzimas Sac I, Hinc 11, Ndel y Eco Rl respectivamente.
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Construccion de! plasmido pBH 4.3
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FIGURA 2.- ESQUEMA DE CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pBH4.3

A partir de la digestidn del pldsmide pBH10 con ta enzima Kpn 1 se obtuvieron dos fragmentos de 5186
y 6741pb. Et fragmento mayer fue aislado y vuelto a ligar en presencia de la enzima DNA ligasa del fago T4,
generandose de esta manera el plasmido pBH4.3 el cual contiene los genes que se sefialan en el esquema (el LTR

5', parte de la secuencia de pol y det LTR 3' y la secuencia completa de gag).
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Restriccion del pldsmido pBH 43
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FIGURA 3.- RESTRICCION DEL PLASMIDO pBH4.3

(A) Mapa de restriccién del plasmido pBH4.3. (B) Electrofordsis en gel de agarosa al 1.0%, del plasnido
pBH4.3 después de haber sido sometide a reaccidén con diferentes enzimas de restriccicn. Carril 1: Marcadores
de peso motecular (ONA del fago Lambda digerido con la enzima Hind 111). Carril 2: Plésmido pBH4.3 sin digerir.
Carriles 3-6: digestidén del plasmido pBH 4.3 con las enmzimas Sac | (parcial), Himd 111, Pst I y Hinc il
respectivamente. Carril 7: Marcadores de peso molecular (DNA del plasmido pGEM4Z digerido con la enzima Haelll.
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SINTESIS DE LA RIBOSONDA A PARTIR DEL PLASMIDO pBH4.3.

Una vez construido el pléasmido pBH4.3, el siguiente paso fue
el comprobar si podiamos 1llevar a cabo la sintesis de las
ribosondas a partir de éste, y si estas era capaz de detectar por
complementaridad 1las secuencias gendémicas del VIH 1 en los
extractos provenientes de cé&lulas infectadas. '

Para sintetizar las ribosondas, fue necesario digerir el
plé&smido pBH4.3 con la enzima de restriccidén Eco RV (ver figura 4-
A). La enzima Eco RV tiene tres sitios de corte en el plasmido
pBH4.3, y el que se localiza mas cercano al promotor es.el que
posee el extremo 3' de la ribosonda (ver el esquema de la figura 4-
A). El tamafio esperado para el transqrito fue de 378b, que es la
distancia que existe entre el promotor de Sp6 y el sitio Eco RV.

En el carril 2 de la figura 4-B, se pueée observar la
migracién electroforética en un gel de agarosa de las 3 bandas
generadas a partir de la restriccidén del plasmido pBH4.3 con la
enzima Eco RV. Los tamafios de estas fueron de 79, 952 y 5711pb, y
es a partir de este Gltimo fragmento, denominado molde, que se
llevd a cabo la sintesis de la ribosonda. Los fragmentos obtenidos
de la restriccién, fueron sometidos a la reaccidn de transcripcién
"in vitro" en presencia de la RNA polimerasa SP6, y al analizar la
muestra por electroforésis en un gel de agarosa (ver carril 3 de la
figura 4-B), se pudo detectar ademés de las bandas provenientes de
la restriccidn del plamido pBH4.3, la aparicién de una banda de

378b que correspondia por tamafioc a la banda de RNA esperada.
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FIGURA 4.- ANALISIS POR ENSAYO DE TRANSCRIPCEON "IN YITRO" DEL PLASMIDO pBH4.3.

{A) Mapa del pldsmido pBH4.3 y sitios de corte de la enzima Eco RV. (B) Transcripeién 'in vitro" con
el plasmido pBH4.3 en presencia de la polimerasa SP6. Los productos de digestidn y transcripcidn fueron
migrados en un gel de agarosa al 1.2 %. Carril 1: Marcadores de peso molecular (DNA del fagoe Lambda digerido
con la enzima Hind 111). Carril 2: Plasmido pBH4.3 digerido con ta enzima Eco RV. Carril 3: Transeripcidn "in
vitro! del DNA del plasmido pBH4.3 digerido con la enzims Eco RV. Carril 4: Muestra simiar a la del carril 3,
tratada con la enzima DNasa Ral. Carril 5: Marcador de peso (Pldsmido PGEM 42 comercial).
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Para comprobar que esta banda recién sintetizada era RNA, la
muestra sometida a la reaccién de transcripcién "in vitro" fue
tratada con la enzima DNAasa RQ1l, y migrada electroforéticamente en
un gel de agarosa (carril 4 de la figura 4-B) en donde podemos
observar la desaparicién de las bandas de DNA, y no asi la banda de
RNA recién sintetizada de 378b. Estos ensayos nos permitieron
contar con la sintesis de moléculas de RNA a partir del DNA
complementario del VIH 1 clonado en el plasmido pBH4.3.

La ribosonda de 378b, corresponde al extremo 3' terminal del
genéma del VIH 1 (HTLV IIIb) que conticene parte del gene NEF y una
pequefia regidn de los repetidos largos terminales (LTR). Esta
regién, esta contenida en los tres transcritos (RNA m) del VIH que
se han reportado presentes en las etapas tempranas (de 2.0 Kb) o
tardias (4.3 y 9.2 Kb) de la infeccidén (ver figura B) por lo que
la ribosonda en teoria debe ser «capaz de, detectar por
complementaridad cualquier transcrito que pudiera generarse en las
células infectadas con el VIH 1 (Cullen, B.R., 1991. Greene, W.C.,

1991); Cullen, B.R. y col., 1590).
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FIGURA D.~ REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DEL VIH.

virales.

Los factores transcripcionales celulares son mediadores de un bajo nivel de transcripeién inicial que
resulta en la expresién de las protefnas regulatorias virales. La protefna Tat actua sobre TAR (elemento de
respuesta a la transactivacidén) para amplificar a altos niveles la expresidn de todos los productos genicos
La proteina Rev induce la transicidn de esta fase temprana de regulacién, hacia una fase tardia de

expresion génica mediante la sintesis

de grandes cantidades de proteinas estructurales virales.
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DETECCION DE BECUENCIAS DEL VIH 1 MEDIANTE EL USO DE
RIBOSONDAS.

Una vez construida la ribosonda, se necesitaba probar que ésta
era realmente capaz de hibridar con los transcritos virales
provenientes de células infectadas con el VIH 1.

Para ello, se utilizaron cultivos "in vitro" de células molt
no infectadas e infectadas con el VIH 1 (HTLV IIIb), obtenidas en
el Jlaboratorio de 1la Dra. carmen Soler, del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, México, D.F.

Ambos cultivos se procesaron a través de diferentes
metodologias (ver materiales y métodos) para obtener extractos de
RNA total, y después de su cuantificacidon se procedidé a fijarlos
a papel de nitrocelulosa mediante la metodologia de transferencia
en franja (ver materiales y métodos). Una vez realizado lo
anterior, el papel se hibridé con la ribosonda de,378b, (que fue
sintetizada en presencia de UTP-a P32).

Los resultados obtenidos se muestran por duplicado en la
autorradiografia de la fiqura 5-A, en donde se puede observar una
sefial en el carril que corresponde a lug de RNWA (proveniente de
500,000 células). Esta sefial, se fue haciendo mas evidente a
medida gue se incrementé la cantidad de RNA, en 2 y 5 ug gue
corresponden a 1 millon y 2.5 millones de células infectadas
respectivamente.

En las muestras de RNA provenientes de células no infectadas,
a diferencia de las infectadas, se observa una sefial muy débil gque

se mantiene constante a pesar del incremento en la cantidad de RNA
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total de 1 a 5 veces (tres dltimas muestras). Estos resultados
fueron corro- borados después de cuantificar y graficar 1la
radiactividad incorporada en cada pozo del papel, como puede

observarse en la figura 5B.
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FIGURA 5.« HIBRIDACION TIPO FRANJA DEL RNA DE CELULAS INFECTADAS CGH EL VIH.

(A) se muestra ta autorradiograffa de la transferencia tipo franja de RNA obtenido de células no
infectadas (control) e infectadas con el VIH 1 (HTLV IIIb), e hibridada con la ribosonda proveniente det
pldsmido pBH&.3 (ver figura 4). En el lado izquierdo de la figura se indican las cantidades de RNA fijadas ag
filtro de nitrocelulosa, en duplicados de la muestra. La actividad espacifica de Lla ribosonda fue 1.5 x 10
cpm/ig de RNA; el lavado de tos filtros se llevé a cabo a alta severidad (ver materiales y métodos), y su
exposicion fue de tres dfas. (B) Se muestra de msnera cuantitativa los resultados de la figura 5-A. Ce’lula§
infectadas con VIH 1 (----), células no infectadas (- - - -). 1gg de RNA corresponde aproximadamente a 5 x 10
células.
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Los datos anteriores sugerian por un lado, la existencia de
secuencias probablemente de origen celular con las cuales se
presentaba hibridacién cruzada de la ribosonda (ya que 1los
controles negativos presentaron hibridacidn) y por otro gue esta
seflal siempre fue menor a la encontrada con el RNA proveniente de
lisados infectados.

Con la finalidad de corroborar estos resultados, se repitid el
ensayo aumentando la concentracidén de RNA de las células infectadas
y no infectadas de 1 a 6 ug. Los resultados obtenidos fueron
similares a los anteriores, (ver figura 6) observandose nuevamente
un incremento en la intensidad de la sefal a medida gque aumentaba
la concentracién de RNA proveniente de células infectadas, no
siendo asi con el RNA proveniente de las células molt o de
linfocitos humanos normales no infectados en donde la sefal
observada se sigue presentando muy débil y constante
independientemente de la concentracidn de RNA utilizado. En este
ensayo, se analizaron también extractos de RNA proveniente de
células infectadas con el VIH 1 (MN) (heterélogo), en
concentraciones de 1 a 6 pug (ver figura 6) y los resultados fueron
similares, salvo que la intensidad de las sefiales tanto en el RNA
proveniente de células infectadas como en el de células no
infectadas se mostrdé mas débil con respecto a la sefial de los
ensayos con VIH 1 (HTLV IIIb)} (homélogo).

Este menor reconocimiento se debe a que la ribesonda que se
utilizé para detectar las secuencias gendmicas (378b) no

corresponde totalmente a la secuencia del VIH 1 (MN).
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FIGURA 6.- HIBRIDACION TIPO FRANJA DE RNA DE CELULAS INFECTADAS CON EL VIH 1 (HTLV I11b Y MN).

Autorradiograffa de la transferencia e hibridacidn de RNA proveniente de células no infectadas e
infectadas con el VIH 1 (cepas Mn y HTLV 111b) con la ribosonda generada a partir del pldsmido p8H 4.3. En el
lado izquierdo de la figura se idican las cantidades de RNA y la cepa del virus utilizada en la infeccidn, asi
come el DNA utilizade como control positivo. En el lado derecho se indican las cantidades de RNA provenientg
de células molt y linfocitos de humano no infectados. La actividad especifica de ta ribosonda fue de 1.5 x 10
cpm/ug de RNA, el filtro fue lavado a alta severidad y expuesto tres dias.
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Para determinar si el reconocimiento cruzado «con las
secuencias de RNA c¢élular correspondia a secuencias de RNA
mensajeros celulares o a RNA ribosomal (reportado como una de las
causas gue puede provocar este fendmeno), se decidid separar del
RNA total al RNA poli A+ (RNAs mensajeros) del RNA poli A- (RNA
ribosomal y RNA de transferencia) (ver materiales y métodos). Los
resultados pueden verse en la autorradiografia de la figura 7, en
donde se muestran cantidades de 0.5 y 1lupg de extracto total, de RNA
poli A+, y de RNA poli A- proveniente de células infectadas y no
infectadas que fueron hibridadas con la ribosonda de 378b.

Las sefiales mds prominentes corresponden a los controles
positivos (secuencias del plasmido pBH10). Los resultados con el
RNA proveniente de extractos totales muestran un comportamiento
similar al obtenido anteriormente, mientras que cén los extractos
de RNA poli A+, solamente se observa la hibridacién en los carriles
con RNA proveniente de células infectadas, y no asi en el
proveniente de células no infectadas, en donde la hibridacidén no es
detectable. (Los valores de estos resultados obtenidos por
espectrofotometria de la autorradiografia pueden observarse
graficados en la figura 7-B ). Sin embargo, al analizar los
extractos de RNA poli A-, se observa que tanto el RNA proveniente
de células infectadas, como el de cé&lulas no infectadas, se detecta
una sefial de hibridacidén tenue y de aproximadamente igual
intensidad independientemente de la concentracién. Esto sugiere

que la hibridacién obtenida con los RNAs de células no infectadas
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corresponde a una hibridacidén con el RNA ribosomal.
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FIGURA 7.- HIBRIDACION TIPC FRANJA DE RHA PQLI A+ Y POLI A- DE CELULAS INFECTADAS COM EL VIH 1.

{AY Autorradiografia de la transferencia tipo franja e hibridacién del RNA total, poli A+ y Poli A-
obtenido a partir de células no infectadas (control) e infectadas con el VIH 1 (HTLV 111b) con la ribosonda
sintetizada a partir del plasmido pBH4.3. En la parte izquierda de la figura se indican las cantidades de RNA
utilizadas en los ensayos, y del lado derecho se indican las poblaciones de RHA. (B) Andlisis densitométrico
a 560 nm de cada uno de Los valores obtenidos de la hibridacion con el RNA poli A+ de la figura 7-A. RNA poli
A+ de células infectadas (------ ) y RNA poli A+ de células no infectadas (- - - -). Los epsayos de hibridacidn
se llevaron a cabo utililzando una ribosonda con una actividad especifica de 2.3 x 10° cpm/ug de RNA. Los
lavados fueron a alta severidad y la exposicidn del filtro fue de tres dias.
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Para corroborar de manera precisa si la hibridacidén obtenida
con el RNA de células no infectadas era debida a una hibridacién
con el RNA ribosomal, se hizo un ensayo de transferencia tipo
Northern en el cual las poblaciones de RNA fueron separadas por
tamafio mediante una electroforésis en un gel desanaturalizante de
agarosa, (ver materiales y métodos). Una vez separados, los RNAs
fueron transferidos a papel de nitrocelulosa e hibridados de manera
similar a la descrita anteriormente. Los resultados de este ensayo
se muestran en la autorradiografia de la figura 8., Al analizar los
resultados del RNA proveniente de los extractos totales (ver
carriles 2 y 3), pudimos observar que existe al igual queAen los
ensayos de transferencia en franja, una sefial de hibridacidn tanto
en las muestras de RNA proveniente de células infectadas como en el
de células no infectadas. ELl tamafio de las dos bandas detectadas
fue de 2.0 y 4.3 kb, que corresponden en tamafio a los RNA
ribosomales (1.9 y 4.3 Kb). En el caso de los RNA provenientes de
células infectadas, se puede observar una sefial de hibridacién un
poco mayor, que se debe a que los RNA mensajeros virales tienen una
migracién electroforética similar a la de lo RNA ribosomales, lo
gue por otro lado, hace muy dificil mediante este sistema su
separacion. A diferencia de lo anterior, cuando se utilizé la
técnica de separacidén de los RNA poli A+ del resto de los RNAs (ver
carriles 4 y 5) las bandas detectadas en el carril con extractos
provenientes de células infectadas evidentemente correspondieron
a los RNA mensajeros del VIH, (carril 4) ya que fueron del tamafio

reportado, y ademds no se detectan en los extractos provenientes de
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células no infectadas (carril 5).

2.5 ug RNA
1 2 3 4 5
Kb
1 DNAc pBHIO
EI{a Cél. inf.
3 Cél. control
Poli A* 4 Cél . inf.

5 Cél . control

A.E.S. 27x10 cpm/ug RNA
Exp. 48 horas
Alta astringencia

FIGURA B.- TRANSFERENCIA TIPO NORTHERN DE LAS POBLACIONES DE RNA DEL VIH 1.

En esta figura se muestra la autorradiograffa del ensayo de transferencia de RNA total y RNA poli A+,
provenientes de células no infectadas (control) e infectadas con el VIH 1 (HTLV IIIb), e hibri%ado con la
ribosonda proveniente del plamido pBH4.3. La actividad especifica de la ribosonda fue de 2.7 x 10° cpm/pg de
RNA. Los papeles fueron lavados a alta severidad y expuestos 48 horas. Carril 1: DNA del pldsmido p8h10.
Carril 2: RNA citopldsmico total de céulas infectadas. Carril 3: RNA citopldsmico total de células no
infectadas. Carriles 4 y 5: RNA poti A+ proveniente de células infectadas y no infectadas respectivamente.
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Este resultado se debe a gque mediante esta metodologia
pudieron separarse las fracciones de RNA poli A+, en donde se
encuentran los mensajeros virales, de las fracciones de RNA poli
A-, en donde se encuentran los RNA ribosomales.

Muestras similares a las anteriores fueron utilizadas para un
ensayo de transferencia en franja (ver figura 9), en donde se puede
observar claramente gque la sefial en los extractos de RNA poli A+
provenientes de células infectadas es especifica del virus, ya que
en el RNA poli A+ proveniente de células no infectadas no hay
hibridacidn con la sonda, lo que no sucede en los extractos totales
en donde la hibridacidén con células infectadas y no infectadas es

muy similar.

DISENO Y CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS CON SECUENCIAS DEL VIRUS

DE LA POLIOMIELITIS.

El plasmido pGEM42~VP2 fue construido por la Dra. Rosa Ma. del
Angel, del CINVESTAV, México, de la misma manera dgue se
construyeron los pldsmidos con secuencias del VIH 1.

En el plasmido pPGEMAZ fue insertada una regién de 309pb que
corresponde a los nucleotidos 1414 a 1723 del genoma del virus de
la poliomielitis cepa Lansing serotipo 2 Yy gque codifica para la

proteina VP2 (ver figura 10-3).
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FIGURA 9.- HIBRIDACION TIPO FRANJA DE RNA POLI A+ OBTENIDO DE CELULAS INFECTADAS CON EL VIR 1.

€Ll RNA citopldsmico proveniente de células molt no infectadas (control) e infectadas con el VIH 1 (HTLV
111b) se fijé a papel de nitrocelulosa y se hibridé con la ribosonda proveniente del plésmido pBH4.3. En la
parte izquierda de la figura se indican las cantidades de RNA utilizadas en cada uno de los ensayos, y del lado
derecho se sefialan Las poblaciones de RNA. La ribosonda presents una actividad especffica de 2.7 x 10 * cpm/ug
de RNA., El filtro fue lavado en condiciones de alta severidad y expuesto durante 36 horas.
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FIGJ'RA 10.- TRANSCRIPCION ™IK VITRO™ DEL PLASMIDO pGEM4Z-VP2.

(A) Mapa de restriccidn del pldsmido pGEM4Z-VP2 que contiene la regién de la proteina VP2 del virus de
la poliomielitis. (B) Patrén de migracidn del pldsmido en geles de agarosa al 1.0% después de haber sido
sometido a restriccion con la enzima Sca I, y a un ensayo de transcripcién "in vitro®. Carril 1y 5: Marcadores
de peso molecular (DNA del fago Lambda digerido con la enzima Hind II1). Carril 2; Pldsmido pGEM4Z-VP2 digerido
con la enzima Sca 1. Carril 3: Transcripcidn "in vitro" de una muestra similar a la del carril 2 . Carril 4:
Muestra similar a la del carril 3 sometida a reaccidn con la enzima DNasa RQ1.
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SINTESIS DE LA RIBOSONDA A PARTIR DEL PLASMIDO pGEMAZ-VP2.

Una vez obtenido el pléasmido pGEM4Z-VP2 de 3055pb, fue
sometido a una reaccién de restriccién con la enzima Sca I, con la
finalidad de obtener un molde de DNA a partir del cual pudieramos
sintetizar la ribosonda. Los fragmentos generados de la reaccidn de
restriccidén corresponden a un tamafio de 2041 y 1014 pb (ver carril
2 de la figura 10-B), Yy es a partir del primero que se llevd a cabo
la sintesis de la ribosonda.

Los fragmentos generados de la restriccidon del plasmido pGEM
42-VP2 con la enzima Sca I, fueron sometidos a una reaccién de
transcripcidén "in vitro" en presencia de la RNA polimerasa T7, y al
analizar el resultado de la reaccién por electroforésis en gel de
agarosa, (ver carril 3 de la figura 10-B) se detecéa ademas de las
bandas de DNA, una banda recién sintetizada que corresponde en
tamafio (221b) al transcrito esperado. Para corroborar gque esta
banda fuera realmente RNA, la muestra anterior se sometié a una
reaccidn coir la enzima DNAasa RQl, que degraddé al DNA, y no asi a
la banda recién sintetizada (ver carril 4 de la figura 10-B) lo que

permitié asegurar gue ésta corresponde a la ribosonda de 221b.
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DETECCION DE SECUENCIAS GENOMICAS DEL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS
MEDIANTE EL USO DE RIBOSONDAS.

Una vez construida la ribosonda, se quiso probar si ésta
realmente era capaz de detectar secuencias gendmicas del virus de
la poliomielitis en extractos de células infectadas. Para ello, se
utilizaron cultives de células Hela infectadas durante 5 horas con
el virus de la poliomielitis cepa Lansing tipo 2 y células HelLa no
infectadas, de las cuales se obtuvo el RNA total a través de
diferentes metodologias de extraccién (ver Materiales y Métodos).
En la figura 11, se muestran dos autorradiografias de ensayos de
transferencia tipo franja (gue fueron hibridadas con la ribosonda
de 221b sintetizada en presencia de UTP-a P32), uha de ellas con
0.5 ug de muestra, y la otra con 2.5 pug. En ambas
autorradiografias podemos observar la hibridacién en agquellas
muestras de RNA provenientes de células infectadas con el virus de
la poliomielitis, y no asi en aguellas provenientes de células no
infectadas (en todos los casos las muestras estdn por duplicado).
Este fendmeno ocurre de la misma manera en todos las muestras,
independientemente de la metodologia de extraccién, y de 1la
cantidad de muestra utilizada. Es importante hacer notar que con
la metodologia de N-P-A (ver materiales y métodos) la hibridacién
es mads clara que con el resto de las estrategias de aislamiento de

RNA.
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FIGURA 11.- HIBRIDACION TIPO FRAMJA DE RMA DE CELULAS INFECTADAS CON EL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS.

En esta figura se muestra la autorradiografia de la transferencia de RNA obtenido de células Hela no
infectadas (C)} e infectadas con el virus de la poliomielitis (1) e hibridado con la ribosonda proveniente del
plasmido pGEM4Z-VPZ. EL RNA citopldsmico total fue aislado s través de diferentes metodologias: F: Extraccidén
fendlica; N-P: Extraccién con Nonidet y Proteinasa K; ¥-Ac: Extraccidn con Honidet y precipitado con acetato
de sodio; N-Li: Extraccidn con Nonidet y precipitado con cloruro de Litio; N-P-Ac: Extraccidn con Nonidet,
Proteinasa K y precipitado con acetato de sodio; N-P-Li: Extraccidn con Nonjdet, Proteinasa K y precipitado con
cloruro de litio. La actividad especifica de la ribasonda fue de 2.3 x 10 © cpm/ug de RNA. Los papeles fueron
lavados a alta severidad y expuestos durante 36 horas. Las muestras fueron corridas por duplicado.
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Para corroborar gque la hibridacién entre las secuencias
gendmicas del poliovirus y la ribosonda de 221 b era especifica,
se llevd a cabo un ensayo de transferencia tipo Northern que
confiere 1la ventaja de poder determinar el tamafio de los
transcritos detectados con ella. E1l resultado del ensayo puede
observarse en la autorradiografia de la figura 12. En el carril 1
que corresponde a los extractos de RNA obtenidos de células no
infectadas, no se detectd por hibridacién con la ribosonda de 221b
ninguna banda, mientras que en el carril 2, en donde se migrd al
RNA proveniente de células infectadas, se detectd una banda de RNA
que corresponde a un tamafio de aproximadamente 7.5 Kb, siendo éste
el tamafo descrito del RNA mensajero viral de Poliovirus (Stanway,
G., 1990. Sarnow, S.J. y col. 1990). Con esto, podemos concluir que
esta banda corresponde al RNA mensajero del virus de la
poliomielitis, cuya deteccién fue posible mediante la hibridacién
por complementacién con la ribosonda de 221 b.

DISENO Y CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS CON SECUENCIAS DEL VIRUS
DEL DENGUE.

En el caso de la elaboracién de ribosondas con el fin de
detectar secuencias gendmicas del virus del dengue, se utilizd el
plasmido pGEM 30 que fue construido por la M. en C. Elena Castro
R. del Cinvestav, Mexico. Este contiene una parte del genoma del
virus del dengue clonada en el pliasmido pGEM4Z, que comprende la
secuencia completa que codifica a las proteinas NS1,NS2a y NS2b, y
parte de la secuencia gue codifica a las proteinas E y NS3 (ver

figura 13-~3a).
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El plasmido pGEM 30, de 5555pb fue analizado con diferentes
enzimas de restriccidn, en donde los fragmentos generados por estas
correspondieron a los reportados con anterioridad (ver figura 13-

B).

. 1 2 3
1- RNA control . B
2-RNA infec¢tado :
3-MPM .

o |—75kb

Gel de transferencia
tipo Northern blot

Autoradiografia
de la transferencia
tipo Northern blot

FIGURA 12.- TRANSFERENCIA TIPO NORTHERN DE LA POSBLACION DE RNA DEL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS.

(A) Electroforésis en un gel desnaturalizante de agarosa al 1.2% y formaldehido del RNA proveniente
de células no infectadas (1) e infectadas con el virus de la poliemielitis (2). El carril 3 corresponde a los
marcadores de peso molecutar (RNA ribosomal de células HeLa). (B) Autorradiograffa de la transferencia del gel
del inciso A hibridado con la ribosonda proveniente del pldsmido pPGEM4Z-vP2. La actividad especifica de la
ribosonda utilizada fue de 2.3 x 10° cpm/pg de RNA. El filtro fue lavado a alta severidad. En el lado derecho
de la figura se sefiala la posicion del RNA det virus de la poliomielitis que tiene un tamafio aproximado de
7.5kb.
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FIGURA 13.- RESTRICCION DEL PLASMIDO pGEM 30c.

(A) Mapa de restriccidn del plésmido pGEM 30c en el cual se encuentran sefialadas las posiciones de
algunos de los genes del virus del dengue. (B) Migracién electroforética del plasmido en un gel de agarosa al
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1.0% después de haber sido sometido a restriccicn con diferentes enzimas.

carril 1 y 6: Marcadores de peso molecular (DNA del fago lambda digerido con la enzima Hind [11). Carril 2:
Plasmido pGEM 30c sin cortar. Carriles 3-5: Plismido pGEM 30¢ digerido con las enzimas Stu I, 8gl I y Bal 1

respectivamente.
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SINTESIS DE LA RIBOSONDA DEL VIRUS DEL DENGUE A PARTIR DEL

PLASMIDO pGEM 30.

Para llevar a cabo la sintesis de la ribosonda del virus del
dengue, el plasmido pGEM 30 fue restringido con la enzima Stu I,
resultando dos fragmentos de 5367 y 188 pb gque fueron analizados
por electroforésis en un gel de agarosa, (ver carril 2 de la figura
14). Una vez obtenidos los fragmentos, estos fueron sometidos a
una reaccién de transcripcidén "in vitro", durante la cual se
sintetizé un transcrito de 1134b (a partir del molde de 5367pb) gue
corresponde a la ribosonda del virus del dengue, serotipo 4, y que
puede observarse en el carril 3 de la figura 14. La muestra de
transcripcidén fue sometida a digestidén con 1la enzima DNaasa RQ1,
degradandose la banda correspondiente al molde y a la de 188 pb de
DNA, y no asi 1la banda recién generada que corresponde al

transcrito (ribosonda) (ver carril 4 de la figura 14).
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FIGURA 14.- TRANSCRIPCION *IN VITRO™ DEL PLASMIDO pGEM 30c.

El pldsmido pGEM 30c fue digerido con la enzima Stu | y posteriormante sometido a una reaccidn de
transcripcién "in vitro" en presencia de la polimerasa 77. Carriles 1 y 5: Marcadores de peso molecular (DNA
det fago tambda digerido con la enzima Hind I11). Carril 2: Plasmido pGEM 30c digerido con la enzima Stu 1.
carril 3: Una muestra similar a la del carril 2 pero sometida a la reaccidén de transeripcién "in vitro'. Carril
4: Una muestra similar a la del carril 3 pero tratada con la enzima DNasa RQ1.
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DETECCION DE SECUENCIAS DEL VIRUS DEL DENGUE MEDIANTE EL USO

DE RIBOSONDAS.

Una vez sintetizada la ribosonda de 1134b del virus del
dengue, fue probada en un ensayo de transferencia en franja con
muestras del RNA total obtenido de células infectadas y no
infectadas con el virus del dengue a 24, 48 y‘72 horas post-
infeccidn.

Los resultados de este ensayo pueden verse en la
autorradiografia de la figura 15; en ella se muestra claraﬁente la
existencia de una seflal de hibridacién en los carriles
correspondientes a los extractos de RNA provenientes de células
infectadas. Cabe hacer notar que esta sefal es mas intensa en las
células procesadas a las 48 horas postinfeccién, qﬁe en el caso de
las células procesadas a las 24 y 72 horas postinfeccidn.

A diferencia de 1lo gue ocurid® con el virus de la
poliomielitis, en los extractos de RNA obtenidos a partir de
células ne infectadas con el virus del dengue, se observa una sefal
muy débil gque permanece con la misma intensidad en los tres
diferentes tiempos de extraccidn. Esto nos hizo pensar gque podia
tratarse del mismo fendmeno que ocurrié en el caso de los ensayos
de extracto total de RNA de células infectadas con el VIH 1

(hibridacidén cruzada con los RNA ribosomales).
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FIGURA 15.- HIBRIDACION TIPO FRANJA DE RNA DE CELULAS INFECTADAS COM EL VIRUS DEL DEWGUE SEROTIPO 4.

En la figura se muestra la autorradiograffa del ensayo de h|br1dacwn, en el cual se utitizaron 2 ug
de RNA obtenido de cétulas CV-1P no infectadas (C) e infectadas con el virus del dengue serotipo 4 (1). Este
fue extraido a diferentes tiempos post-infeccidn (24, 48 y 726 hrs) e hibridado con la ribosorda generada del
pldsmido pGEM 30c, cuya actividad especffica fue de 2 5 x 10° cpm/eg de RNA. Los filtros fueron lavados en
condiciones de alta severidad y expuestos durante 18 horas.
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Para corroborar lo anterior, las muestras fueron analizadas en
un ensayo de transferencia tipo Northern, (figura 18), en donde se
observa una hibridacién dque corresponde en tamafic a los RNA
ribosomales de la misma intensidad tanto en RNA de células
infectadas como en el de las células no infectadas. Ademéds de
esto, en el carril que corresponde a las células infectadas (carril
1) encontramos una banda de aproximadamente 10.5 Kb, que no aparece
en el carril con la muestra de RNA de células no infectadas, gue
corresponde por tamafio al RNA de dengue (Rice, C.M. y cols.,b1985).

Debido a que la ribosonda de 1134b presentaba el problema de
hibridar con algunas secuencias de origen celular, decidimos
construir una ribosonda de otra regién del DNA complementario de
dengue, que ademds fuera mas pequefla, con el fin de reducir o
evitar conpletamente esta hibridacién cruzada. Para el caso de
este virus no podiamos separar a la poblacidn de RNA ribosomal bajo
los mismos pardmetros que los que utilizamos para la separacién de
los RNA mensajeros del VIH 1 (separacidn de las poblaciones de RNA
poli A+), ya que el virus del dengue carece de estructura poli A
en el extremo 3' de sus RNA mensajeros.

A partir del plasmido pGEM 30, se construyd el plasmido pDE,
que sirvidé como molde para la construccidn de la nueva ribosonda
para la deteccidén de secuencias genémicas del virus del dengue.

El plasmido pDE fue construido mediante la restriccién del
plasmido pGEM 30 con la enzima de restriccidén Hinc II, gque generd
tres fragmentos de 225, 2029 y 3301 pb. El fragmento de 3301 pb

fue aislado e incubado con la enzima DNA ligasa del fago T4, (ver
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materiales y métodos). cjbt_eniendose»asi al plésmido' pDﬁ.
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FIGURA 18.- HIBRIDACION TIPO NORTHERM DE LAS POBLACIOKES DE RNA DEL VIRUS DEL DENGUE.

En la figura se muestra la autorradiografia del ensayo de transferencia tipo Northern con RNA proveniente de
células CV-1P no infectadas (2) e infectadas con el virus del dengue serotipo 4 (p, hibridado con la ribosonda
proveniente del pldsmido pGEM 30. La actividad especffica de ésta fue de 2.0 x 10° cpm/ug de RNA. El filtro fue

lavado en condiciones de alta severidad y expuesto 18 hrs.
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El plasmido pDE de 330lpb, que presenta parte de las
secuencias gue codifican a las proteinas NS1 y E, fue sometido a un
analisis por restricecién con diferentes enzimas con el fin de
verificar si la construccién habia sido correcta (ver figura 16-B).
Una vez validado el plasmido pDE, este se sometid a restriccidn con
la enzima Hae III con la gue se generd el molde de 587 pb ademas de

varias bandas de DNA de diferentes pesos moleculares (carril 5 de

la figura 16). Este molde fue sometido a una reaccidn de
transcripcién "in vitro", en la cual se sintetizdé a la ribosonda
de 314b.

La autorradiografia de esta hibridacién puede observarse en la
figura 17, en donde tenemos 2 ug de RNA total extraido de células
infectadas y no infectadas a 24, 48 y 72 horas.

Como podemos observar, los resultados fueron similares a los
obtenidos con la ribosonda de 1134 b de dengue (ver‘figura 15). En
el RNA proveniente de c&lulas infectadas aparece nuevamente una
sefial de intensidad aproximadamente igual a la obtenida con la
sonda de 1134b, y en el RNA proveniente de las células no
infectadas una sefial menos evidente, sin embargo el fondo de
hibridacién con el RNA de las células no infectadas no pudo
eliminarse. De la misma manera, las muestras, fueron también
analizadas mediante un ensayo de transferencia tipo Northern
hibridade con la ribosonda de 314b, y al igual que con la ribosonda
de 1134pb, se pudo detectar al RNA mensajero del virus del dengue en
los extractos de RNA proveniente de células infectadas y no asi en

los provenientes de células no infectadas.
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FIGURA 16.- RESTRICCION DEL PLASMIDO pbE.

(A) Mapa de restriccidn del plasmido pDE que contiene las secuencias parciates de los genes NSt y E del
virus del dengue serotipo 4. En la parte inferior de este mismo inciso se muestra el tamafio de la ribosonda
esperada una vez que el pldsmido ha sido restringido y sometido a un ensayo de transcripcion "in vitro". (B)
Migracisn electroforética del pldsmide en un gel de agarosa al 1.2% después de ser sometido a una reaccicn de
restriceidn., Carril 1: Marcadores de peso molecular. (DNA del fago Lambda digrido con la enzima Hind [I1).
Carril 2: Plismido pOE sin digerir. Carril 3: Plismido pGEM 30c digerido con la enzima Hinc 11. Carriles 4 y
5: Pldsmido pOE digerido con las enzimas Hae Il y Hae II1 respectivamente.
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FIGURA 17.- HIBRIDACION TIPO FRANJA DE RNA DE CELULAS INFECTADAS CON EL VIRUS DEL DENGUE SEROTIPO 4.

En la figura se muestra la autorradiografia de una transferencia de RHA obtenido de células CV-1P no
infectadas (C) e infectadas con el virus del dengue serotipo 4 (I) extraido a diferentes tiempos postinfeccidn
(24, 48 y 72 Hrs), e hibrgﬁado con la ribosonda proveniente del plésmido pDE. La actividad especifica de la
ribosonda fue de 2.0 x 10 ° cpm/ug de RNA. Los filtros fueron lavados a alta severidad y expuestos durante 18
hrs.
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ANALISIS DE RESULTADOS
DISENO Y CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS CON LAS SECUENCIAS

DE VIH 1 POLIOVIRUS Y VIRUS DEL DENGUE.

Con el fin de sintetizar una ribosenda para detectar
secuencias gendémicas del VIH 1 en células infectadas, se construyd
al plédsmido pBH4.3, derivado del pléasmido pBH10. El plasmido
pBH4 .3, fue sometido a un ensayo de restriccidn con la enzima Eco
RV, en donde se generd un molde de 5711lpb, gue a su vez fue
sometido a un ensayo de transcripcién "in vitro" en presencia de
a-UTP P32. A partir de este dltimo ensayo, se obtuvo la ribosonda
de 378b (ver materiales y métodos). El1 tamafio de la misma, fue
comprobado por su migracidn electroforética en un gel de agarosa,
Yy la naturaleza del &cido nucléico fue corroborada sometiendo al
producto recién sintetizado a tratamiento con la enzima DNasa RQ1;
el transcrito no sufrid ninguna alteracién, como era de esperarse
si se trataba de una molécula de RNA (ver figura 3).

La secuencia del cDNA que se empled para sintetizar a la
ribosonda de 378b, comprende parte de la secuencia de los repetidos
terminales largos (LTR), y a una regidn del gene nef. Esta
secuencia se eligid porque se sabe que se encuentra presente en los
tres RNA mensajeros detectados hasta la fecha en células infectadas
con el VIH 1; (el transcrito mids pequefio, de un tamafio de 2.0Kb se
encuentra presente durante las etapas tempranas de la infeccidn,

mientras que los de 4.3 y 9.2 Kb se presentan durante las etapas
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tardias). El uso de esta ribosonda, nos aseguraba el poder
detectar la presencia de secuencias virales independientemente del
estadio de infeccidn en la célula.

Cuando sintetizamos la ribosonda de 378b, se obtuvo una
actividad especifica del orden de 2 x 10 % cpm/ug de RNA. Esta
incorporacién es importante, sobretodo en agquellos ensayos de
hibridacién en los gque el material gque se desea detectar se
encuentra en bajas concentraciones, como sucede en la infeccidn con
el VIH 1, durante la cual existen muy pocas células infectadas, y
en ellas, el ndmero de particulas virales es muy bajo (Abbas, A.K.
y cols. 1991).

En los casos de la sintesis de las ribosondas con secuencias
tanto del virus de la poliomielitis como del dengue, la estrategia
de construccidén fue similar.

La ribosonda para la deteccién de secuencias del virus de la
poliomielitis, tiene un tamafio de 221b y comprende la secuencia que
codifica a la proteina VP2, que se encuentra altamente conservada
en los tres serotipos del virus de la poliomielitis. Esta, al ser
sintetizada en presencia de @ UTP P32 presentd una actividad
especifica de 2.3 x 10% cpm/ug de RNA.

En el caso de la construccién de las ribosondas para la
deteccidn de secuencias del virus del dengue, una de ellas se
obtuvo a partir del plasmido pGEM 30, con una longitud de 1134b y
a pesar de su gran tamafio presentd una buena actividad especifica
(del orden de 2.5 x 10° cpm/ug de RNA). La segunda ribosonda

construida para la deteccién de secuencias del virus del dengue se
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derivé del plasmido pDE, con una longitud de 314b y una actividad

especifica del orden de 2.0 x 10 ¢ cpm/ug.-de RNA.

DETECCION DE SECUENCIAS DEL VIH 1 MEDIANTE EL USO DE
RIBOSONDAS.,

Para evaluar la capacidad de la ribosonda de 371b en 1la
deteccidn de secuencias del VIH 1 en células infectadas, se aisld
el RNA total de células infectadas y no infectadas, y se £fijdo a
papel de nitrocelulosa mediante la técnica de transferencia tipo
franja (ver materiales y métodos). En un primer ensayo de
hibridacién con concentraciones crecientes de RNA (1, 2 v 5 ug), la
ribosonda fue capaz de detectar la presencia del VIH 1 en células
infectadas desde la menor concentracidén utilizada y la sefial de
hibridacién fue aumentando a medida que aumentaba la cantidad de
RNA en cada ensayo (ver figura 5-3). En la figura 5-B, puede
observarse gque a medida gque aumentd 1la cantidad de extracto
utilizado, aumentd claramente la sefial de hibridacién. De manera
sorprendente, en las =zonas del papel correspondientes a 1los
extractos totales de RNA provenientes de células no infectadas, se
detectd hibridacidn de baja intensidad, gque a pesar de provenir de
tres diferentes concentraciones de extracto, permanecieron mas o
menos constantes (figura 5-A). Cabe hacer notar que la intensidad
de emisién de dichas bandas fue mucho menor que la minima
concentracién de RNA proveniente de células infectadas utilizada,
lo cual puede observarse directamente en la autorradiografia de la

figura 5-A, o en la grafica de la misma figura.
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Para corroborar nuestro primer resultado, se llevd a cabo una
segunda transferencia tipo franja, con concentraciones de 1, 2, 3,
5 y 6 ug de RNA total proveniente de células infectadas con el VIH
1 (HTLV IIIb). En este resultado, se obtuvo nuevamente un aumento
en la emisidén de la sefial a medida que la cantidad de RNA utilizado
iba aumentando, salvo en las dos concentraciones mayores en donde
las sefiales se observan mas o menos iguales, probablemente por una
saturacién del sistema. En cuanto a los extractos de RNA total
provenientes de células no infectadas, tanto en la muestra de menor
como en la de mayor concentracién, la intensidad de las bandas es
semejante, repitiendose nuevamente 1los resultados del ensayo
anterior. En este mismo ensayo de transferencia, se analizaron
extractos de RNA provenientes de células infectadas con el VIH 1
heterdlogo (Mn), en donde a pesar de haber utilizado las mismas
concentraciones de las muestras de RNA provenientes de células
infectadas con el VIH 1 (HTLV IIIb), la hibridacién aparece
ligeramente mas tenue. Este resultado puede explicarse en términos
de qgue la ribosonda utilizada no es del todo homdéloga para el tipo
de virus VIH 1 (Mn). A pesar de ello, la emisidén de sefial en la
menor concentracidén utilizada de las muestras de RNA de células
infectadas es mayor a la sefial que se obtiene con la mayor
concentracién de RNA de células no infectadas. Para saber si la
sefial que detectamos en las muestras de RNA proveniente de células
no infectadas era debido a una hibridacién cruzada con secuencias
de origen celular, (ya que en otros laboratorios se han reportado

hibridaciones cruzadas con secuencias de RNA ribosomal), decidimos
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separar los RNA mensajeros del resto de la poblacién de RNAs. Esto
se llevd a cabo mediante la técnica de extraccién de RNA poli A+
(ver materiales y métodos), con la cual podemos separar la fraccidn
que contiene a los RNAs mensajeros tanto celulares como virales, de
la fraccidén de RNA poli A-, en donde se encuentran los RNA de
transferencia y ribosomales. Los extractos de RNA total, las
fracciones de RNA poli A+ y las de RNA poli A~ fueron analizadas en
un ensayo de transferencia tipo franja, (ver figura 7). Los
resultados obtenidos en este ensayo, muestran gque el RNA total
proveniente de células infectadas (en concentraciones de 0.5 y 1.0
1g), presenta sefiales de hibridacién crecientes, en relacidén a la
cantidad de muestra, (resultados similares a los obtenidos en los
ensayos anteriores). La hibridacidon observada con los extractos de
RNA total provenientes de células no infectadas, es mas tenue y se
mantiene mads o menos en la misma intensidad a pesar de la
diferencia de concentracidn.

A diferencia de lo que sucede con el RNA total, las muestras
que corresponden a 0.5 y 1.0 pg de RNA poli A+ proveniente de
células infectadas mostraron una sefial de hibridacidn muy clara e
incluso mayor a la obtenida con la misma concentracién de RNA total
de células infectadas, sin embargo en las muestras de RNA poli A+
provenientes de células no infectadas, no detectamos ninguna sefal
de hibridacidn. Cabe hacer notar que la sefial emitida con las
muestras de RNA Poli A+ es mayor que la proveniente del RNA total
proveniente de células infectadas, lo que ocurre debido a gque con

la purificacién se enriquece la poblacidn del RNA mensajero, y por
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lo tanto del RNA mensajero viral.

En cuanto a los extractos de RNA poli A- provenientes tanto de
células infectadas como de células no infectadas, existe una senal
de hibridacién que se mantiene mds o menos constante, a pesar de
ser de dos concentraciones diferentes ( 0.5 y 1.0 ug) de extractos
infectado y control.

Estos resultados, nos sugieren que probablemente las sefiales
detectadas se debian a hibridaciones cruzadas de la ribosonda con
el RNA ribosomal. Para comprobar lo anterior, las mismas muestras
fueron analizadas en un ensayo de transferencia tipo Northern (ver
figura 8). En este tipo de ensayos, los RNAs son separados de
acuerdo a su tamaho, por lo tanto, podemos saber el peso molecular
del RNA detectado. En los carriles 2 y 3 se colocaron muestras de
RNA total proveniente de células infectadas y no infectadas
respectivamente, La hibridacidén, se detecta-en dos bandas de
aproximadamente 4.3 y 2.0 Kb, gue corresponden por tamafio a las
bandas reportadas de los RNA ribosomales de 28 y 18S. En los
carriles 4 y 5, se colocaron las muestras de RNA poli A+ de células
infectadas y no infectadas respectivamente. En el primer caso, se
detectaron dos bandas de los mismes tamafics gue en los dos casos
anteriores, mientras gue en el carril 5, (RNA poli A+ de células no
infectadas) no existe hibridacién detectable con nuestra ribosonda.
Es de extrafiar que en el caso de la hibridacién con el RNA poli A+
proveniente de células infectadas, se detecten dos bandas que
comigran por tamafio con los RNA ribosomales a pesar de que ambos se

habian separado previamente mediante la metodologia de RNA poli A+.

89



La hibridacién con estos RNAs puede éxpiidéiséLY?*dhe dos de los
tres transcritos del VIH, son al igual que los'RNA ribosomales, de
un tamafio de 4.3 y 1.9Kb.

Todos los datos anteriores nos llevan a sugerir gque la
deteccidén de secuencias del VIH 1 con ribosondas, requiere
primeramente la separacién de los RNA mensajeros, y posteriormante
la deteccién en un ensayo de transferencia en franja. En la figura
9, podemos observar una transferencia tipo franja con muestras de
RNA total y Poli A+ de células infectadas y no infectadas, en donde
se observa que en los extractos de RNA poli A+, existe una notable
diferencia entre los provenientes de cé&lulas infectadas y las que
no lo estén, diferencia que no se observa tan claramente en los
resultados de los extractos de RNA total. Estos resultados
corroboran nuevamente los obtenidos en los ansayos anteriores.

La necesidad de utilizar la metodologia de:RNA poli A+, nos
confiere la posibilidad de poder limpiar el sistema dque
inicialmente nos daba sefial de hibridacidn con los extractos de RNA
total provenientes de células no infectadas. Sin embargo, este
sistema es complicado para ser utilizando como metodologia
rutinaria en la deteccidn de una infeccidn con el VIH 1, aungue
puede serlo en lcs casos en los gue se necesite un diagnéstico
confirmatorio, sobretodo cuando el resultado obtenido a través del
uso de otras metodologias es dudoso. Esta ribosonda, puede tener
una utilizacién en ensayos implicados en el estudio de 1la
regulacién viral, ya gque para ello se cuenta <c¢on una

infraestructura con la cual podemos aplicar metodologias méds
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sofisticadas que las que se requieren en los ensayos rutinarios de
diagndéstico.

Por otro lado, el uso de ribosondas en la deteccidn de
secuencias del VIH 1, puede ser de gran utilidad en el caso de
acoplarse a metodologias como 1la reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR), en donde el nimero de copias de las secuencias
del VIH 1 se ve aumentado considerablemente, pudiendose por un lado
comprobar con la ribosonda que el segmentc amplificado es realmente
una secuencia viral, y por otro, poderse llevar a cabo la
hibridacién sin problemas de que se presente hibridacién cruzada
con secuencias de origen celular, o deteccién de sefales débiles
debido a las pocas copias gque se encuentran en las células
infectadas.

Pensamos gue la hibridacidn cruzada pudiera deberse a que la
ribosonda posee secuencias regulatorias (parte del,LTR) que podrian
compartir regiones de homologia con las secuencias regulatorias

celulares.

DETECCION DE SECUENCIAS DEL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS MEDIANTE

EL USO DE RIBOSONDAS.

La ribosonda que fue capaz de detectar secuencias del virus de
la poliomielitis, fue sintetizada a partir del plasmido pGEM4Z-Vp2.
El transcrite obtenido fue de un tamafio de 221b.

La deteccidn de secuencias del virus de la poliomielitis se

llevé a cabo en extractos de RNA total obtenidos a partir de 6
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diferentes +tipos de metodologia (descrita en el capitulo de
materiales y métodos). Estas metodologias fueron escogidas por su
simplicidad, con el objeto de obtener resultados satisfactorios con
la menor complicacién posible.

Como puede observarse en ambas autorradiografias, existe una
evidente sefial de hibridacién en los pozos en donde se colocaron
los extractos de RNA proveniente de c¢élulas infectadas (I)
independientemente del tipo de metodologia de extraccién, a
diferencia de los pozos de las muestras provenientes de células no
infectadas (C) en donde no existe ninguna hibridacién, incluso
cuando la autorradiografia se sobreexpuso. Cabe hacer notar, gue a
pesar de que esta diferencia entre los extractos provenientes de
células infectadas y no infectadas son sumamente clarcs, con la
metodologia N-P-A, existe una mayor deteccidn de secuencias
virales, seguida de la metodologia N-Ac, lo que puede deberse
posiblemente a que con ellas las moléculas de RNA se encuentran mas
limpias, permitiendoc una mejor hibridacién entre la ribosonda y el
RNA viral.

Para corroborar que las secuencias detectadas mediante el
ensayo de transferencia tipo franja eran realmente secuencias
virales, el RNA proveniente de células infectadas y no infectadas
fue extraido mediante la metodologia de N-P-A y sometido a un
ensayo de transferencia tipo Northern. Los resultados de este

-
ensayo pueden observarse en la figura 12 en donde tenemos en el
inciso A una fotografia de dicho gel. En el carril 1, se colocaron

muestras de RNA provenientes de células no infectadas, en el carril
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2, muestras de RNA de células infectadas, y en el carril 3
marcadores de peso molecular. Como puede observarse, en los dos
primeros carriles se emplearon cantidades iguales de muestra.

En el inciso B, se observa la autorradiografia de 1la
transferencia del gel del inciso A, en donde se observa una banda
de aproximadamente 7.5Kb en el carril 2 que es donde migrd el RNA
de células infectadas. Esta banda corresponde en tamafio al
reportado en la literatura como RNA mensajero del virus de la
poliomielitis.

La ribosonda que se construyd para la deteccidn de secuencias
del virus de la poliomielitis, no presenta hibridacién cruzada con
secuencias celulares, y es posible obtener resultados con el uso de
la metodologia més sencilla de extraccidn.

La clara deteccién de las secuencias del poliovirus, puede
deberse en cierta manera, a diferencia de lo que ocurre con el VIH
1, a que este virus se replica de manera muy réapida y eficiente,
por lo que en las células infectadas existen una gran cantidad de
secuencias virales que pueden detectarse desde las primeras horas

de la infecciédn.

DETECCION DE SECUENCIAS DEL VIRUS DEL DENGUE MEDIANTE EL USO
DE RIBOSONDAS.
Para la deteccién de secuencias del virus del dengue se
construyd el plésmido pGEM 30 a partir del cual se sintetizd una
ribosonda de 1134b. Esta ribosonda se utilizé en los ensayos de

hibridacién con RNA extraido de células infectadas y no infectadas
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gue fue.fijado a papel mediante la técnica de transferencia tipo
franja. Los resultados de é&sta hibridacidén pueden observarse en la
autorradiocgrafia de la figura 15, enrdonde tenemos muestras por
duplicado. En ella, se muestran extractos de RNA provenientes de
células infectadas (I), y células no infectadas (C) obtenidos a las
24, 48 y 72 horas postinfeccidn. En todos los extractos
provenientes de células infectadas se obtuvieron sefales de
hibridacién, y es en el extracto obtenido a las 48 horas en donde
esta sefial se presenta mds fuertemente. En los extractos obtenidos
a partir de células no infectadas, al igual gque en los casos de
hibridacidn con la ribosonda de VIH 1, se detecta una sefial tenue
en los tres casos, que permanece mas o menos constante a pesar de
las diferencias que se presentan en las c¢élulas infectadas y
extraidas a diferentes tiempos.

Este resultado, nos hizo sospechar gue nuevamente se trataba
de una hibridacién con secuencias de origen celular,
especificamente secuencias de RNA ribosomal gue eran detectadas por
la ribosonda mediante hibridacién cruzada.

En la autorradiografia de la transferencia tipo Northern de la
figura 18 se puede observar gque existe una hibridacidén cruzada muy
fuerte con las secuencias de RNA ribosomal tanto en RNA proveniente
de células no infectadas como en el de las infectadas, y es en éste
Gltimo en el dgque se detecta también una kanda tenue de
aproximadamente 10.5Kb que corresponde en tamafio al RNA mensajero
del virus del dengue gque no se presenta en los extractos

provenientes de células no infectadas.
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Como es bien sabido, el RNA mensajero del virus del dengue, a
diferencia de la mayoria de los RNA mensajeros, no posee una regién
poliadenilada en el extremo 3' terminal, por lo que la estrategia
metodolégica utilizada para la separacién de la poblacién de RNA
poli A+ de los RNA ribosomales no pudo ser aplicada en este caso.

Dado gque 1la ribosonda utilizada para la deteccidén de
secuencias del virus del dengue era de un tamafio considerablemente
grande (ya que dgueriamos detectar con ella a cualgquiera de los
serotipos del virus del dengue), se decidid construir una ribosonda
mas pequefid, de una zona del cDNA con la cual pudieramos detectar
una regidén del virus del dengue compartida entre los 4 serotipos,
y al mismo tiempo reducir la posibilidad de obtener hibridacién
cruzada debido al gran tamafio de la ribosonda.

La nueva ribosonda fue sintetizada a partir de un plasmido
derivado del pGEM 30, llamado pDE, cuya construccidén se describe en
materiales y métodos. Esta, posee una regidn de la proteina E que
se reporta como conservada entre los 4 serotipos del virus del
dengue, y fue utilizada en un ensayo similar al anterior, con el
fin de poder comparar los resultados. Este ensayc puede
observarse en la autorradiografia de la figura 17, en donde podemos
notar que los resultados fuercn similares a pesar de dque la
ribosonda es totalmente diferente.

En el caso de utilizar las ribosondas para la deteccidn del
virus del dengue, al igual que con las del VIH 1, seria conveniente
acoplarlas a sistemas como la PCR, en donde la deteccidn de

secuencias virales amplificadas incrementa las posibilidades de
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deteccién de secuencias de hibridacién y por'elfotro'evita la

deteccién con secuencias de origen celular.
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CONCLUSIONES

Los virus constituyen uno de los grupos de agentes patégenos
mias importantes a nivel mundial y son causantes de un sinnuimero de
enfermedades en el humano.

La mejor manera de controlar la diseminacién de este tipo de
enfermedades es a través de la prevencidn. Sin embargo, una vez
establecida la infeccién, es el diagnéstico temprano el que tiene
un papel muy importante en la reduccidn de la propagacidén de una
enfermedad determinada.

En este trabajo se plantea el uso de ribosondas como una
alternativa de diagnéstico temprano de algunas infecciones virales
como lo son la poliomielitis, el dengue y el SIDA, que representan
un importante papel en terminos de salud a nivel mundial.

Durante la realizacidén de este trabajo pudimos darnos cuenta
gue a pesar de que los tres virus causantes de las enfermedades
anteriormente mencionadas tienen como material genético una
molécula de RNA de polaridad positiva, la deteccién de las
secuencias virales en los sistemas celulares se comportd de manera
muy diferente.

En el caso del VIH 1 tuvimos gue recurrir al aislamiento de
las poblaciones de RNA Poli A+ (en donde se encuentran los RNA
mensajeros) de las de RNA ribosomal y de transferencia, ya que
probablemente algunas de las secuencias de la ribosonda, gque

corresponden a regiones promotoras virales, tuvieron hibridacidén

97



cruzadé con los RNA ribosomales (tal vez con alguhas secuencias
regulatorias presentes en ellos).

El uso de esta metodologia, ademds de evitar la hibridacién de
la ribosonda con secuencias de origen celular, nos permitié
enriquecer la poblacién de RNAs mensajeros del VIH 1, ya que ésta
se encuentra en muy baja proporcién con lo gue la hibridacidén con
las secuencias virales obtenida se presentd de una manera clara y
especifica.

A pesar de gue es un buen sistema, se requiere el manejo de
técnicas sofisticadas, que deben de ser realizadas en laboratorios
especiales con costos elevados. Sin embargo, la sensibilidad y
relativa rapidez con las gue se obtienen los resultados hace que
este sistema pueda ser utilizado como un método confirmatorio, como
lo es el "Western blot", cuyos requerimientos en cuanto a
infraestructura, tiempo y costo son similares. .,

Es importante hacer notar gue el uso de ribosondas confiere,
a diferencia de otros métodos de diagnéstico, la posibilidad de
detectar una infeccién temprana, con lo que podemos tomar las
medidas de prevencidén necesarias antes de lo que se logra mediante
las metedolegias tradicionales.

En el caso del uso de ribosondas para detectar secuencias del
virus de la poliomielitis, los resultados fueron muy claros,
utilizando metodologias muy sencillas y rapidas. La ribosonda para
la deteccidn de secuencias del poliovirus no tuvo reaccidn cruzada
con secuencias celulares, y las sefales de hibridacién fueron

bastante buenas, tal vez debido a la alta replicacidn de este
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virus. Para este caso en particular, la deteccién fue sensible, y
puede usarse en la deteccién de secuencias virales en muestras con
cantidades minimas de virus, como son los sueros de pacientes o
las aguas residuales y desechos sélidos.

Con respecto a los resultados obtenidos en la deteccidn de
secuencias del virus del dengue, podemos decir que fueron similares
a los obtenidos para el VIH 1. Sin embargo, en este caso no se pudo
eliminar la hibridacién cruzada que también se presentd con estas
ribosondas debido a la imposibilidad metcdolégica de separar los
mensajeros virales del resto de la poblacién. Aunque la diferencia
entre los ensayos con células infectadas y no infectadas es clara,
es necesaria la utilizacién de otro tipo de metodologia acoplada a
este sistema para obtener resultados satisfactorios, como lo seria
la amplificacién de las secuencias virales, lo cual puede ser
realizado mediante la técnica de la PCR, y posterior reconocimiento
con las ribosondas especificas.

Es de llamar la atencién que los tres virus utilizados para la
elaboracién de ribosondas como método diagndstico, a pesar de tener
tantas similitudes, desde el punto de vista de estructura gendmica,
tuvieran un comportamiento tan diferente. Si bien, la metodologia
no confirid todas las ventajas que esperabamos, pensamos gue es una
alternativa de diagnéstico que debe tomarse en consideracién, sobre
todo en aguellos casos en los gque se necesite ratificar un
resultadoe dudoso.

Tomando en cuenta que los ensayos fueron realizados a partir

de 1lineas celulares, consideramos la necesidad de probar la
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eficiencia de deteccidn con las ribosondas para la deteccidn del
virus de la poliomielitis y de VIH 1 en sueros de pacientes. Para
el caso especifico de la deteccién del virus del dengue, seria
conveniente diseflar y construir ribosondas de otras regiones del
genoma, para tratar por un lado de evitar la hibridacidén cruzada
con secuencias celulares, y otro poder discernir entre los 4

diferentes serotipos del dengue.
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APENDICE

BOLUCIONES AMORTIGUADORAS

MEDIO Ua

0.5% de bactoextracto de levadura, 2.0% de Bactotriptona, 0.5% de
sulfato de magnesio ajustado a pH de 7.6 con hidréxido de potasio.
Filtrar a través de una membrana millipore de 0.45 mm. Afhadir 1.4%

de bactoagar y esterilizar en autoclave.

MEDIO TFb 1.

30 mM de acetato de potasio, 100 mM de cloruro de potasio, 10 mM de
cloruro de calcio, 50 mM de cloruro de magnesio, 15% de glicerol.
Ajustar el pH a 5.8 con &acido acético 0.2 M y esterilizar por

filtracién.

MEDIO TFb 2.

10 mM de MOPS, 75 mM de clorurc de calcio, 10 mM de cloruro de
potasio, 15% de glicerol. Se ajusta a pH 6.0 con hidrdéxido de

sodio. Esterilizar por filtracidn.

MEDIO MAC B AMP.

4.0% de medio Maconkey, 1.0 % de Lactosa, 50 pg/ul de ampicilina.

\MEDIO LURIA.
1% de bactotriptona, 0.5% de bactoextracto de levadura, 1% de

cloruro de sodio. Ajustar a pH 7.5 con hidréxido de seodioc y
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adicionar el antibiético de seleccidn .(ampicilina 50 . pg/pl).

SOLUCION AMORTIGUADORA STET.

8% de sacarosa p/v, 0.1% de Tritén X 100 v/v, 50 mM de’ EDTA, 50 mM
de tris-HCl pH 8.0.

SOLUCION TRITON-TOLUENO.

1:0.6 tolueno-Tritén X 100 v/v, 168 de agua bidestilada, 0.18% p/v

de PPO).

SBOLUCION PBS.
0.8% de cloruro de sodio, 0.02% de clorurc de potasio, 0.115% de

fosfato de sodio, 0.02% de fosfato de potasio. Ajustar a pH 7.4 y

esterilizar en autoclave.

SOLUCION DE ISOTIOCIAMNATO DE GUANIDINA.
4M de ITCG, 20 mM de acetato de sodio pH 5.2, 0.1 mM de DTT, 0.5%

de Sarkosyl.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARGA ESTERIL.

1M de cloruro de sodio, 40 mM de Tris-HClL pH 7.5, 2mM de EDTA pH
7.5.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARGA ESTERIL CON S8DS.

Preparar de la misma manera gque la solucidén anterior y adicionar

SDS a una concentracién final de 10%.
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SOLUCION AMORTIGADORA MOPS.
2.0 mM de MOPS pH 7.5. Ajustar con hidréxido de sodioc, 4.7 mM de

Tris-HCL pH 7.5, 1.0 mM de EDTA.

SOLUCION DENHARDT'S.
i% de Ficoll, 1% de albimina sérica bovina, 1% de

polivinilpirrolidina. Almacenar en pequefias muestras y guardar en

congelacién.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE DESPEGADC.

40mM Tris-HCl pH 7.5, 1mM EDTA pH 8.0, 150 mM NacCl.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE MUESTRA PARA DNA.
0.1% Xilencianol, 0.1% azul de bromofencl, 25% sacarosa, 0.5% SDS,

2.5X amortiguador TBE.

El resto de los reactivos utilizados se mencicnan a lc largo

de la metodologia.
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